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(57) Abstract 

A recombinant baculovirus comprises a 
cDNA coding for all or part of antigenic enve- 
lope protein E and/or a cDNA coding for all or 
part of non-structural antigenic protein NSI of a 
virus belonging to Flaviviridae or a virus related 
thereto, and is inserted into the polyhedrin gene 
between nucleotide + 35 and nucleotide + 170 
with the A of the polyhedrin's modified start 
codon having number + 1. Polypeptides ob- 
tained by means of this baculovirus, and the di- 
agnostic and therapeutical uses thereof, are also 
described. 
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L'invention a pour objet un baculovirus 
recombinant, caracterise en ce qu'il comporte un ADNc codant pour tout ou partie de la proteine antigenique d'enveloppe E et/ 
ou un ADNc codant pour tout ou partie de la protein- *ntigenique non structurale NSI d'un virus appartenant aux Flaviviridae 
ou d'un virus apparent^ aux Flaviviridae, insere dans *e gene de la polyedrine entre le nucleotide + 35 et Ie nucleotide de + 170, 
le A du codon d'initiation modifie de la polyedrine etant numerate + 1, les polypeptides obtenus grace a ce baculovirus ainsi que 
leurs applications diganostiques et therapeutiques. 
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BACULOVIRUS RECOMBINANT EX PRIM ANT LES PROTEINES E ET NSI DE 
VIRUS APPARTENANT AUX FLAVIVIRIDAE OU DE VIRUS APPARENTES AUX 
FLAVIVIRIDAE 

La prfesente invention se rapporte & un ba- 
culovirus recombinant exprimant les protSines E et NSI 
de virus appartenant aux Flaviviridae ou de virus ap- 
parent6s aux Flaviviridae (Flavi-like) . 
5 Par Flaviviridae , on en tend la famille de 

virus d6crite par WESTAWAY et coll. dan9 Intervirology 
24 : 183-192 (1985) comprenant le genre Flavi virus 
dont le r6pr6sentant type est le virus de la fidvre 
jaune (VFJ). 

10 Par virus apparentfes aux Flaviviridae , on 

entend les Pestivirus (Marc S. Collett et coll, J. 
Gen. Vir (1989) 70, 253-266), notamment le virus de la 
diarrh6e virale des bovins (BVDV), le virus du chol6ra 
porcin (HCV), le virus de la border disease des mou- 

15 tons (BDV), ainsi que le virus de l'hfepatite C (Roger 
H. Miller dans Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 87 pp. 
2057-2061, Mars 1990). 

Le VFJ est un virus envelopp6 contenant un 
g6nome compost d'un ARN monocatfenaire de polarity 

20 positive de 10862 bases. L' ARN viral est le seul ARNm 
synthfetisfe pendant le cycle de replication ( DESPRES et 
coll, (17)). Les sequences nuclfeotidiques completes de 
3 souches de VJF ont 6t6 d6termin6es (Rice et coll, 
(18), Desprds et coll, (19), Hahn et coll, (20), Dupuy 

25 et coll, (21)). L' analyse des sequences a r£v61£ la 
presence d'un cadre de lecture unique ouvert de 10233 
bases codant pour une polyprotfeine de 3411 acides 
aminfes (PM approximatif de 375 kDa). L'ordre des pro- 
twines sur le g6nome viral : 5' -C-prM-E-NSl-NS2A-NS2B- 

30 NS3-NS4A-NS4B-NS5-3 1 a 6t6 d6duit d'apr6s les donnSes 
concemant les s6quences nuclfeiques et peptidiques, 
chacune des protfeines matures 6tant g§n£r€s aprds 
clivages co et post-traductionnels par les proteases 
virales et eel lul aires. 

La protfeine d'enveloppe E (poids molfeculaire 
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apparent de 54 kDa) presente a la surface des virions 
est 1* antigens le plus important; -bile consiste en une 
proteine integree dans les membranes qui se lie aux 
recepteurs cellulaires et induit des anticorps neutra- 
lisants. 

La glycoproteine non structurale NS1 (poids 
moleculaire apparent de 48 kDa) de fonction indeter- 
minee pourrait jouer un rSle dans 1- assemblage et la 
maturation du virus. L 1 immunisation avec la proteine 
NS1 purifiee ou des fragments polypeptidiques de NS1 
exprimes sous formes de proteines de fusion par des 
bacteries s'est averee proteger des souris et des 
primates centre une epreuve avec le VFJ. En outre, 
plusieurs anticorps monoclonaux specifiques de NS1 du 
VFJ possedent une activite cytolytique en presence du 
complement et se sont montres capables de proteger de 
maniere passive des animaux d'une epreuve avec le 
virus infectieux homologue (Schesinger et coll, 1985 
(1); Gould et coll, 1986 (2)). 

Ces donnees suggerent fortement que dans la 
prevention d'une infection virale, la reconnaissance 
immunitaire de la proteine NS1 pourrait fournir une 
alternative a la neutralisation directe des 
flavivirus. 

On a cherche depuis un certain temps a pro- 
voquer une reponse immunitaire en injectant a des ani- 
maux des proteines immunogenes de ces virus produites 
par un vecteur approprie, notamment la proteine 
d'enveloppe (E) et la glycoproteine non- structurale 
(NS1) connue pour conferer une bonne protection. 

ZHAO et coll. (Journal of Virology, dec. 
1987, p. 4019-4022, vol. 61 n° 12) ont ainsi decrit 
1' expression des proteines structurales et non 
structurales du virus de la Dengue par un virus recom- 
binant de la vaccine. 



Yi-Ming Zhang et coll, (Journal of Virology, 
aoflt 1988, p 3027-3031, vol. 62*, N° 8) ont d£crit 
1* expression des protSines de structure C (capside), 
PreM (prfecurseur de M) et de la glycoprotfeine de 
structure E (enveloppe) ainsi que de protfiines non 
structurales NS1 et NS2A par un baculovirus recombi- 
nant* 

Cependant, bien que les animaux immunises 
soient prot6g6s contre le virus de la Dengue, aucune 
de ces technique n'a permis d'obtenir un titre d'an- 
ticorps suf fisamment 61ev6. 

La presents invention a pour but de fournir 
un systdme d f expression des prot&ines immunogdnes de 
Flaviviridae et virus apparentfes aux Flaviviridae d un 
taux &1&V&, de manifere & conf£rer une protection immu- 
nologique efficace contre les infections dues ft ces 
virus. 

La pr&sente invention a pour objet un bacu- 
lovirus recombinant, caract£ris§ en ce qu'il comporte 
un ADNc codant pour tout ou partie de la prot6ine 
antigfenique d' enveloppe E et/ou un ADNc codant pour 
tout ou partie de la protdine antig&nique non struc- 
turale NS1 d'un virus appartenant aux Flaviviridae ou 
d'un virus apparent^ aux Flaviviridae , ins6r6 dans le 
g&ne de la polyfedrine entre le nucleotide + 35 et le 
nucleotide de + 170, le A du codon d' initiation mo- 
difi£ de la poly6drine fetant num6rot£ + 1. 

Lorsque le baculovirus recombinant comporte 
en tant que segnr nt d ' insertion un ADNc codant pour 
tout ou partie de E ou un ADNc codant pour tout ou 
partie de E et NS1, il comporte, en outre, en amont de 
l'ADNc une sequence leader qui correspond d l'ex- 
tr6mit6 3' de la region 5' non codante du g&ne de la 
prot6ine VP1 du virus SV40 comportant 11 nucleotides 
en 3' du site Hind III (nt 1488 sur le g6nome de SV40) 
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et le codon d' Initiation ATG de la proteine VP1. 

Lorsque le baculovirus rfecombinant coraporte 
en tant que segment d' insertion un ADNc codant pour 
tout au partie de NS1, aucun codon d' initiation n'a 
ete introduit artif iciellement car le peptide signal 
de NS1 contient un nombre important d' ATG en phase; 
1'un au moins de ces derniers sert a initler la 
traduction. 

Dans le cas ou le baculovirus recombinant 
comporte en tant que segment d' insertion un ADNc co- 
dant pour tout ou partie de E, un codon de terminaison 
est present a 1-extremite 3'. II a ete introduit dans 
une fetape prealable a 1' insertion dans le vecteur 

baculovirus . 

Dans le cas ou le baculovirus recombinant 

comporte en tant que segment d' insertion un ADNc co- 
dant pour tout ou partie de E qui inclut deja un codon 
de terminaison, il n'est pas necessaire qu'il comporte 
un codon de terminaison ajoute artif iciellement. 

Les baculovirus recombinants selon 1* inven- 
tion comportant respectivement un ADNc codant pour 
tout ou partie des proteines E et NS1, un ADNc codant 
pour tout ou partie de la proteine E et un ADNc codant 
pour tout ou partie de la proteine NS1, sont obtenus 
par cotransfection et recombinaison homologue des 
plasmides comportant en tant que segments d' insertion 
les ADNc respectifs avec le genome du baculovirus 
Autoorapha California Nn oi*»r Polvhedrosls (AcNPV) de 

type sauvage. 

Avantageusement, le virus appartenant aux 
Flaviviridae ou apparente aux Flaviviridae est le 
virus de la fievre jaune. 

Un plasmide recombinant prefere, denomme 
pAc-E.NSl comprenant l'ADNc codant pour E et NS1 dele- 
tee de l'aminoacide C terminal potentiel de NS1, est 
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avantageusement obtenu par les 6tapes sulvantes : 

a) digestion d'un plasmide recombinant 
SV40-VFJ comportant l'ADNc codant pour E et NS1, afin 
d'introduire un codon de terminaison 6 l'extrfemitfe 

5 carboxylique de NS1. II en rfesulte que la prot6ine 
exprim6e est d616t6e de son aminoacide O terminal; 

b) digestion de ce plasmide par Hind III ou 

Bgl II; 

c) traitement des extrfemit6s avec le frag- 
10 ment de Klenow en presence des 4 d6soxynucl6otides 

triphosphate, de manifere & rendre les extr6mit6s f ran- 
ches ; 

d) digestion des ADN obtenus par Apa I; 

e) isolement et ligation des fragments d' ADN 
15 obtenus avec le plasmide pVL-941 poly pr£alablement 

Iin6aris6 avec Bam HI et trait6 par le fragment de 
Klenow en presence des 4 d6soxynucl6otides triphospha- 
te, puis par la phosphatase alcaline, pour g6n6rer un 
plasmide comportant 1 1 ATG initiateur de la prot6ine 

20 VP1 du virus SV40 pr6c6d§ des 11 nucleotides adjacents 
en 5* d61imit6s par un site Hind III. Cette sequence 
constitue une partie de r6gion 5' non codante du ARNm 
chimferique polyfedrine- VFJ , permettant l 1 expression de 
E et NS1. La rfegion 3' de l'insferat code pour la 

25 protfeine NS1 ou le dernier aminoacide C terminal est 
d616t6 et remplacfe par la sfequence exog&ne G-G-S-S. 

Un autre plasmide recombinant pr6ffer6, 
d6nomm6 pAc-NSl comprenant l'ADNc codant pour NS1 
d616t6 de son aminoacide C terminal potentiel est 

30 avantageusement obtenu par les Stapes suivantes : 

a) digestion d'un plasmide recombinant 
SV40-VFJ comportant l'ADNc codant pour E et NS1 
d616t6e de son aminoacide C terminal avec Xba I; 

b) remplissage avec le fragment de Klenow en 
prSsence des 4 d6soxynucl§otides triphosphate et 
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ligation des fragments obtenus pour gfenferer unplasmi- 
de comportant une sequence leader correspondant & 
I'extr6mit6 3' de la region 5' non codante du g&ne de 
la protfeine VP1 du virus SV 40 comportant les 11 nu- 
5 clfeotides en 3' du site Hind III et le codon d' initia- 
tion ATG de la prot&ine VP1 ainsi que la sequence exo- 
g6ne GGG GGA TCC TCT AGC TAG en aval de l 'ADNc codant 
pour E et NS1 d£16t£e de son aminoacide C terminal; 

c) digestion du plasmide obtenu & 1' 6 tape b) 
10 avec Tth 111 I, Mlul et Pst 1, 

d) ligation des fragments obtenus & 1*6 tape 
c) apr&s remplissage du site Tth 1111 par le fragment 
de Klenow en presence des 4 d§soxynuc!6otides tri- 
phosphate avec un vecteur de transfert pVL-941 poly 

15 obtenu a partir de pVL 941 par insertion d'un multi- 
linker & 1 ' extr£mit£ 3 f du site Bam MI diger6 par 
BamHl et remplissage du site Bam HI par le fragment de 
Klenow en presence des 4 d£soxynucl6otides triphos- 
phate. 

20 Un autre plasmide recombinant pr£f6r6, d6- 

nomm§ pAc-El comprenant l'ADNc codant pour le peptide 
signal de la prot&ine E suivie de la prot£ine E d§16- 
t6e de son extr£mit£ C terminale (aminoacides 286 a 
720) est obtenu par les Stapes suivantes : 

25 a) digestion du plasmide pAc-E.NSl dfecrit 

precedemment par Xho I et Apa I et d'un plasmide re- 
combinant SV40-VFJ comportant l'ADNc codant pour la 
proteine E avec Apa I et Bgl II, et 

b) ligation des fragments [Xho I - Apa I] du 

30 plasmide pAc-E NS1 obtenu pr6c6demment et [Apa I - Bgl 
II] du plasmide recombinant SV40-VFJ comportant l'ADNc 
codant pour la proteine E tronquee avec un vecteur de 
transfert PVL-941 poly obtenu a partir de pVL 941 par 
insertion d'un multilinker a l'extrfemite 3' du site 
Bam HI et dig£r£ par Xho I et Bam H I. 
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Un autre plasmide recombinant pr6f6r6, 
d6nomm6 pAc-E2 comprenant l'ADNc codant pour le 
peptide signal de la protfiine E suivie de la protdine 
E deletfie de son extr&nitfi carboxylique contenant son 
domaine d'ancrage transmembranaire ( aminoacldes 286 & 
720) est obtenu par lea Stapes suivantes: 

a) creation de sites Bam HI et Sma I aux 
extr6mit6s des regions non codantes 5 f et 3' respect! - 
vement de l'ADNc par mutaggndse dirig6e par PCR 
( Polymerase Chain Reaction ) au xnoyen de la Taq 
polymferase A partir du plasmide pSV-E tel que dfefini 
prficfidemment en utilisant comroe amorces respectivement 
les oligodfisoxynuclfiotides E-5' et E-3 f de sequences : 

E- 5 ' : 5 i GTCGACCTGTACGGATCCGTTACTTCTGCTCTA3 1 



E-3 f : 5 1 TCAATGATCACGCTAGTCCCGGGCAAGCTTCT 

20 CTCT 3 t, 

la ligne en pointings reprfisentant respectivement les 
sites Bam HI et Sma I; 

b) digestion de l'ADN obtenu ft l'6tape pr6- 
cfidente par Bam HI et Sma I; 

25 c) ligation des fragments d'ADN obtenus dans 

le plasmide pVL 941-poly obtenu A partir de pVL941 par 
insertion d f un multilinker & I'extr6mit6 3* du site 
Bam HI , et digfird par Bam HI et Sma I pour obtenir un 
plasmide intermSdiaire ; 

'° d) substitution du fragment compris entre le 

site Hind III (nuclfiotide -13 dans la rfegion 5 f non 
codante du virus appartenant A ou apparent^ aux 
Flaviviridae et le site PstI (nuclfiotide 1964 du virus 
appartenant & ou apparent^ aux Flaviviridae ) du 
plasmide intermfidiaire obtenu A l'fitape prfecSdente par 
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le fragment homologue provenant du plasmide pSV-E. 

Un autre plasmide recombinant pr6f6r6 
d6nomm6 pAc-EANSl comprenant I'ADNc codant pour la 
protfeine E suivie de la protfeine NS1 sous forme d'une 
5 polyprotfeine non cliv6e est obtenu par mutag6n6se 
dirig6e, notamment par FCR, de la sequence VXA (amino- 
acide 776 & 778), X repr6sentant les arainoacides G, H 
ou Q, notamment G chez le VFJ, situfie en amont du 
premier aminoacide de NS1, en FYV. 
10 Le site VXA est un site canonique de clivage 

reconnu par les signalases cellulaires en amont de 
I'extr6mit6 N terminale de la prot§ine NS1 des 
flavi virus, Le tripeptide FYV introduit chez les 
flavi virus & la place de VXA n'est plus reconnu comroe 

15 site de clivage, 

De preference, le plasmide dfenommfe pAc-EANSl 
est obtenu par les 6tapes suivantes : 

a) crfeation d'un site Sna BI unique en 
position 2450, (cor respondant & la position entre les 

20 aminoacides 777 et 778), de I'ADNc par mutagfenfese 
dirigfee par PCR au moyen de la Taq-Polyra6rase h partir 
du plasmide pAc-E.NSl tel, que defini prfecfedemment, en 
utilisant comme amorces 1 ' oligodfesoxynuclfeotide SF-NS1 
de sequence : 

25 5 'TCC GCA CTT GAG CTC TCT CTT GCC AAA GTT 

GAT GGC GCA TCC TTG ATC TAC GTA AAA TCC TAG AGA CAA 



AAA CAT CAT GAT CAC TCC TA31, 

la ligne pointillfee reprfesentant les codons substitu6s 
30 codant pour FYV, et I'oligodfesoxynuclfeotide E-5' tel 
que dfefini pr6c6demment; 

b) digestion de l'ADN obtenu par Bam HI et 
Sad ; (les sites fetant situfes aux extr6mit6s 5 • et 3' 
respectivement ) 

c) ligation dans le plasmide pVL 941-poly 
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obtenu 6 partir de pVL 941 par insertion d'un multi- 
linker 6 l'extrfemitfe 3 f du site Bam HI, et dig6r6 par 
Bam HI et Sac I, de manidre & obtenir un plasroide 
interm6diaire; 

5 d) ligation des fragments d'ADN suivants : 

-[Bam HI-Eco RI] du plasmide pAc-E2, tel que d6fini 
pr6c6demment, correspondant A la prot£ine E tronqute; 
-[Eco RI - Sac I] du plasmide intennfediaire dfefini 
pr6c6demment, correspondant aux aminoacldes 720 & 790 
10 du Virus appartenant & ou apparent^ aux Flaviviridae , 
comprenant la mutag6n6se dlrig6e FYV ; 
-[Sac I-Sma I] du plasmide pAc-E.NSl tel que d6fini 
pr6c6demment correspondant & la prot6ine NS1, 
dans le plasmide pVL 941-poly obtenu comma d6crit 
15 pr6c6demraent et dig6r6 par Bam HI et Sma I. 

Les baculovirus recombinants sont obtenus 
par transfection et recomblnalson homologue des 
plasmides avec le genome du baculovirus de type 
sauvage, de pr6f6rence Autographa California Nuclear 
20 Polyhedrosis Virus (AcNPV). 

Le baculovirus recombinant Ac-E2 obtenu par 
transfection et recomblnalson du gfenorae de AcNPV avec 
le plasmide p Ac E2 a 6t6 dfepos6 & la CNCM le 21 mai 
1991 sous le n° 1-1098. 
25 Le baculovirus Ac-E A NS1 obtenu par 

transfection et recomblnalson du g&nome de Ac NPV avec 
le plasmide de pAc-E&NSl a 6t6 d6pos6 & le CNCM le 21 
mai 1991 sous le n* 1-1097. 

Les baculovirus expriment les prot&ines E 
30 tronqu&e ou enti&re associ£e/en tandem avec NS1 aprds 
maturation (glycosylation, oligomer! sat ion* . . . ) & des 
taux 61ev6s lorsqu'ils sont propagfes dans des cellules 
eucaryotes d'insecte, en particulier des cellules de 
Spodoptera frugiperda . 

Les protSlnes ainsi obtenues sont antigfeni- 
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ques et trouvent par consequent leur application dans 
des procedes de diagnostic in vitro des infections 
virales causees par les Flaviviridae ou virus apparen- 
tes aux Flaviviridae . 
5 La presente invention a ainsi egalement pour 

ob jet un precede de diagnostic in vitro chez l'homme 
ou chez 1' animal, par mise en evidence des anticorps 
diriges contre tout ou partie de la proteine E et/ou 
la proteine NS1 immunogene telle qu'obtenue par un 

10 baculovirus recombinant suivant 1' invention, dans un 
prelevement biologique de l'homme ou de 1' animal, dans 
lequel on met en contact la ou les proteines immunoge- 
nes E et NS1 avec le prelevement biologique de l'homme 
ou de 1' animal pouvant contenir lesdits anticorps et 

15 on revele la presence des anticorps fixes. 

Ce procede peut etre base sur une methode 
radioimmunologique de type RIA, RIPA ou IRMA ou une 
methode immunoenzymatique de type WESTERN-BLOT sur 
bandelettes ou de type ELISA. 

20 La presente invention a egalement pour objet 

une trousse de diagnostic in vitro des infections cau- 
sees par les Flaviviridae ou les virus apparentes aux 
Flaviviridae pour la mise en oeuvre du procede ci-des- 
sus mentionne, comprenant tout ou partie de la protei- 

25 ne NS1 et/ou la proteine E immunogenes telles qu'obte- 
nues par un baculovirus recombinant suivant 1' inven- 
tion et contenant, en outre, un anticorps specif ique 
d'un isotype d'-immunoglobuline. 

._La presente invention a egalement pour objet 

30 un vaccin destine au traitement et a la prevention des 
infections causees par les Flaviviridae ou les virus 
apparentes aux Flaviviridae chez l'homme ou chez 
1' animal, dans lequel 1' agent vaccinant consists en 
tout ou partie de la proteine E et/ou de la proteine 
NS1, obtenues par un baculovirus recombinant selon 
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1 'invention. 

L ' agent vaccinant peut fitre administr6 sous 
la forme de prot6ine(s) purifi6e(s) en utilisant les 
propri6t6s de fractionnement du Triton X 114, ou en- 
5 core par 1 ' intermfediaire d'un baculovirus recombinant 
tel que dfecrit pr6c6deraraent produisant la ou les pep- 
tides immunogfenes ou encore par 1 1 intermfediaire de 
cellules d'eucaryotes, telles que les cellules d'in- 
sectes, notamment les cellules de Spodoptera 
10 frugiperda servant A la propagation du baculovirus 
recombinant et des prot6ines immunog&nes produites par 
lui. 

La preparation massive de ces prot6ines re- 
combinantes peut &tre obtenue soit en fermenteur de 
15 cellules Spodoptera frugiperda , soit & partir de lar- 
ves d'insectes infect£es par le baculovirus recombi- 
nant. 

Outre la sequence peptidique immunogdne, le 
vaccin peut contenir un adjuvant dou6 de propri6t6s 
20 lmmunostlmulantes . 

Panni les adjuvants que l'on peut utiliser 
figurent les sels min&raux tels que l'hydroxyde 
d* aluminium, des composes hydrophobes ou des surfac- 
tants tels que l v adjuvant incomplet de Freund, le 
25 squalane ou des liposomes, des polynucleotides syn- 
thfetiques, des microorganismes ou composants de 
roicroorganismes tels que le murabutide, des molecules 
artificielles synth6tiques telles que l'imu thiol ou le 
levamisole, ou encore des cytokines telles que les 
30 interferons *S,fl> , if ou les interleukines . 

L f invention a r en outre, pour objet un anti- 
corps monoclonal <*irig§ contre tout ou partie d'uhe 
protSine E et/ou 31, obtenue par un baculovirus re- 
combinant tel que d6crit pr6c6demment. 

Les anticorps monoclonaux selon l f invention 
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peuvent etre prepares selon une technique classique. 
cet effet, les polypeptides peuvent etre couples si 
necessaire a un agent immunogene, tel que 1' anatoxins 
tetanique, par un agent de couplage tel que le gluta- 
raldehyde, un carbodiimide ou la benzidine bis diazo- 

On decrira ci-apres plus en detail dans le 
cas du virus de la fievre jaune (VFJ) : 

- l'obtention des baculovirus recombinants 
selon 1« invention exprimant tout ou partie des protei- 

nes E et/ou NS1 du VFJ, 

- les proprietes physicochimiques, antige- 
niques et immunogenes des proteines E et NS1 du VFJ 
produites par des baculovirus recombinants en se re- 

15 ferant aux figures annexees sur lesquelles : 

- la Figure 1 represente un schema de cons- 
truction du plasmide pAc-E.NSl permettant d'obtenir le 
baculovirus recombinant Ac-E.NSl. 

La sequence codant pour les proteines E et 
20 nsi du VFJ incluant le codon d' initiation preleve du 
gene VP1 du virus SV 40, le peptide signal de la 
proteine E et le codon de terminaison a l'extremite C 
terminale de la proteine NSI sont isoles du plasmide 
pSV-E.NSl-(TAG). Les sfequences representant le genome 
25 du virus AcNPV et l'ADNc du VFJ sont indiquees par les 
lignes fepaisses et les parties hachurees, respective- 
ment. 

- la Figure 2 represente 1 ' organisation des 
sequences du gene de la polyedrine du plasmide pVL 

30 941-poly servant du vecteur de transf ert pour sa re- 
combinaison homologue avec le baculovirus, et du plas- 
mide recombinant pAc-E.NSl. 

La sequence nucleotidique a la jonction en- 
tre le gene de la polyedrine et l'extremite 5' de la 
region codant pour les proteines E et NSI est reportee 
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sur la figure. Le codon d 1 initiation ATG et le codon 
de terminaison TAG sont surmontfis. d'un trait. La s6- 
guence d 1 aminoacides des extrfemit6s N et C du polypep- 
tide traduit est indiqu6e sur la figure. La numferote- 
tion correspond 6 celle de la polyprotfeine pr6curseur 
du VFJ. 

- la Figure 3 represents le sch&na de cons- 
truction du plasmide pAc-El permettant d'obtenir le 
baculovlrus recombinant Ac-El, 

la Figure 4 repr6sente le schema de 
construction du plasmide pAc-NSl pennettant d'obtenir 
le baculovirus recombinant Ac-NSl, 

- la Figure 5 reprdsente 1 ' organisation des 
sfequences du baculovirus pVL 941-poly servant de vec- 
teur de trans fert, et des plasmides recombinants 
pAc-El et pAc-NSl, 

La sequence nuclSotidique & la jonction en- 
tre le g6ne de la polyfidrine et I'extr6mit6 5 f de la 
region codant pour les protfeines E et NS1 est report6e 
sur la figure. Le codon d f initiation ATG et les codons 
de terminaison TGA et TAG respectifs des ADNc codant 
pour E et NS1 sont surmont6s d l'aide d'un trait. La 
sequence d ' aminoacides des extr&mit6s N et C du poly- 
peptide traduit est indiqufee sur la figure. 

- la Figure 6 reprgsente le schfema d'obten- 
tion du plasmide p Ac-E2 & partir de l'ADN du VFJ. 

- la Figure 7 repr&sente le schfema d'obten- 
tion du plasmide p Ac-EANSl par mutation dirigfee par 
PCR sur la sequence en amont de NS1 & partir de la 
sequence correspondante de p Ac-E.NSl. 

- la Figure 8 reprdsente les r&sultats 
d ' immunisations r6alis£es chez les souris Swiss avec 
un lysat de cellules de Spodoptera frugiperda ( souche 
Sf9), infect6es par le baculovirus sauvage AcNPV, le 
virus 17D ou un lysat de cellules Vero infectdes par 
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le virus 17D, 

- la Figure 9 represents les rfesultats 
d' immunisations rfealisfees chez des souris Swiss avec 
un lysat cellulaire de Sf9 infectfees par le baculo- 
virus AcNPV et les baculovirus recombinants de l f in- 
vention Ac-E.NSl, Ac-El et Ac-NSl; 

- la Figure 10 reprfesente les rfesultats 
d'immunoprfecipitation d'un lysat obtenu en tampon RIPA 
de cellules Vero infectfees par le VFJ et marqufees fe la 
methionine [ 35 S] en prfesence d ' actinomycine D. Le ly- 
sat radiomarqu6 (10 6 cpm dans un volume de 200 pi) est 
immunoprfecipitfe avec 20 pi de sferum de souris prfelevfe 
avant I'fepreuve par le virus 17D en presence de 
protfeine A Sfepharose (Pharmacia). 

15 17D i.p. : sferums de souris immunises avec le VFJ 

en intrapferitonfeale; 
17D Lys : scrums de souris immunisfees avec le lysat 

des cellules Vero infectfees par le VFJ; 
AcNPV : sferums des souris immunisfees avec le ly- 

20 sat des cellules Sf9 infectfees par le ba- 

culovirus sauvage; 
Ac-E.NSl : sferums des souris immunisfees avec le ly- 
sat des cellules Sf 9 infectfees par le 
baculovirus recombinant Ac-E.NSl; 
25 Ac-El : sferums des souris immunisfees avec le ly- 

sat des cellules Sf 9 infectfees par le ba- 
culovirus recombinant Ac-El; 
Ac-NSl(A) : sferums des souris immunisfees avec le ly- 
sat des cellules Sf9 infectfees par le ba- 
30 culovirus recombinant Ac-NSl fetant dfecfe- 

dfees aprfes I'fepreuve avec le virus infec- 
tieux; 

Ac-NSl(B) : sferums des souris immunisfees avec le ly- 
sat des cellules Sf9 infectfees par le ba- 
culovirus recombinant Ac-NSl ayant survfe- 
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cues eprfes l'fepreuve avec le virus infec- 
tieux. 

La position des protdines E et NS1 est indi- 
qu6e par les filches. 

I - Construction des baculovirus recombi- 
nants 

La construction des plasmides recombinants 
est ef fectu£e en utilisant les techniques standards 
d6crites par Maniatis et coll, (3). 

1. Construction du baculovirus recombinant 

Ac-E.NSl 

La sequence codant pour les prot6lnes E et 
NS1 du VFJ comportant le peptide signal de E et le 
15 codon d' initiation ATG de la protfiine VP1 de SV40 est 
isolfee du plasmide pSV-E.NSl sous forme d f un fragment 
d'ADN de 2,6 kpb, comme d6crit par Desprfes et coll, 
(4). Avant son insertion dans le baculovirus vecteur, 
un codon de terminaison en phase est ins6r£ & l'ex- 
20 tr&nitfe 3 1 de cet ADN complfimentaire par digestion du 
plasmide pSV-E.NSl avec Xbal (site unique dans le 
multilinker) et remplissage avec le fragment de Klenow 
de mani&re & g§n6rer la sequence peptldique exogdne 
GGSSS & l'extr&mit6 carboxylique de la proteine NS1 
25 (Figure 2). Les extr6mit6s f ranches sont circularisfies 
avec 1'ADN ligase de T4, g6n6rant ainsi le plasmide 
pSV-E.NSl-(TAG) (Figure 1). 

Pour f aciliter son insertion dans le vecteur 
navette, 1 f ADN passager est isolS de pSV-E.NSl-(TAG) 
sous forme de deux fragments de 0,70 kpb et 1,90 kpb 
comme cela apparait sur la Figure 1. 

Le fragment de 0,70 kpb contenant la sequen- 
ce codant pour la moiti6 N-terminale de la protfeine E 
y compris son peptide signal, est cliv6e par Hind III 
(nucleotide 1488 sur le gfenome de SV40), rempli avec 
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le fragment de Klenow et digere par Apa I (nucleotide 
1603 sur le genome du VFJ). 

Le fragment de 1,90 kpb contenant la sequen- 
ce codant pour la moitie C terminale de la proteine E 
5 suivie par la proteine NS1 complete, est digere par 
Bgl II (site 3' terminal du multilinker de l'ADN re- 
combinant de SV40), rempli avec le fragment de Klenow 

et digere par Apa I. 

Le plasmide pVL 941-poly est obtenu a partir 
10 du plasmide pVL 941 decrit par Luckow et Summers (5) 
par insertion d'un multilinker a l'extrfemite 3' du 
site Bam HI (Figure 2). Le plasmide pVL941-poly est 
digere par Bam HI, rempli par le fragment de Klenow, 
dephosphoryle et utilise pour 1' insertion des frag- 
15 ments d'ADNc du VFJ de 0,70 et 1,90 kpb. La substitu- 
tion par les genes de E et NS1 dans le gene de la po- 
lyedrine commence au nucleotide + 35, en numerotant le 
A du codon d' initiation modifie ATT de la polyedrine 
par + 1. Le plasmide recombinant contenant le segment 
20 d' insertion de 2,6 kpb dans 1 ' orientation correcte est 
designe pAc-E.NSl. Dans le plasmide recombinant, les 
extremites franches du site Bam HI sont ligaturees a 
celles du site Hind III generant la sequence 
5 ' . . . GGATCAGCTTATGAAGATGG . . .3 ' dans la region non-co- 
25 dante, comme cela apparalt sur la Figure 2. 

Ce vecteur de transfert est utilise pour ge- 
nerer le baculovirus recombinant Ac-E.NSl apres trans - 
fection et recombinaison homologue avec le genome du 
virus Autoorapha California Nuclea r Polyhedrosls (Ac 
30 NPV) de type sauvage en employant les techniques 
classiques de precipitation au calcium-phosphate de- 
crites par Summers et Smith ( 6 ) . 

Des particules virales occlusion-negatives 
sont purifiees en plages et propagees dans des cel- 
lules de Spodoptera fruaiperda Sf9 (isolat clonal 9 de 
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la souche IPLB-Sf21-AE) . 

Pour confirmer que la total! t6 de I'ADNc du 
VFJ a 6t6 transf6r6 dans le gfenome du baculovirus, on 
extrait I'ADN viral & partlr de cellules lnfect6es par 
5 Ac-E.NSl. Dans le but d'isoler la sequence codant pour 
E et NS1, on a tir6 parti de la prfesence de deux sites 
Eco RV aux deux extr&nit6s de I'ADNc du VFJ, I'un en 
position-96 sur le gdne de la polyfidrine, I 1 autre dans 
le multilinker en aval du segment d' insertion. 
10 Apr6s separation des produits de digestion 

sur gel d f agarose, l'ADN ins6r6 ayant des dimensions 
correctes est r6v616 par utilisation d'une sonde 
d'ARNc sp6cifique obtenue A partir du plasmide pGX4-El 
(Ruiz Linarfis et coll, (7)). 

15 

2. Construction du baculovirus recombinant 

Ac-El 

Le baculovirus recombinant Ac-El contient l f 
ADNc isol6 du plasmide pSV-E (Desprds et coll, (4)). 

20 Cet ADNc code pour le peptide signal de la protfiine E 
(aa 271 & 285 de la polyprot&ine prgcurseur du virus 
17D) suivi de la prot6ine E d616t6e de son extr6mit6 C 
terminale (aa 286 & 720). Le plasmide pAc-El est 
g£n£r6 aprfes ligation des fragments [xho I-Apa ij du 

25 plasmide pAc-E.NSl (d6crit pr6c6demment ) , et [Apa 
I-Bgl II] du plasmide pSV-E (DESPRES et coll. (4)) 
avec le vecteur de trans fert pVL 941 -poly dig6r6 par 
Xho et BamH I (Figure 3). Le cadre de lecture ouvert 
de l'ADN passager ins6r6 dans le g6ne de la polySdrine 

30 est dScrit dans la Figure 5. 

3. Construction du baculovirus recombinant 

Ac-NSl 

Le baculovirus recombinant Ac-NSl contient 
1 f ADNc du virus 17D codant pour la glycoprotfeine NS1 
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±sol6e du plasmide pSV-E,NSl-(TAG) d6crit pr6c6dem- 
ment. Cet ADNc code pour le peptide signal potential 
de la protfeine NS1 (aa 758 & 778) suivi de la protfiine 
NS1 (aa 779 & 1129). Le plasmide pAc-NSl a 6t6 g&n6r6 
5 aprds ligation des fragments [Tth 111 I-Mlu I] (nt 
2389 h 2947 du gfenome viral) et [Mlu I-Pst 1] (nt 2947 
a 3506; Pst 1 est un site du multilinker ) avec le vec- 
teur transfert pVL941-poly dig6r6 par BamH 1 et Pst 1 
(Figure 4). Le cadre de lecture ouvert de l'ADN pas- 
10 sager ins6r6 dans le gfene de la polyfedrine est dfecrit 

dans la Figure 5. 

4. Construction du baculovirus recombinant 

Ac-E2 

Le baculovirus recombinant Ac-E2 contient 
15 l'ADNc codant pour la prot6ine E d616t6e de son 
domaine d'ancrage transmembranaire. Le plasmide pAc-E2 
est g6n6r6 & partir du plasmide pSV-E (Desprds et 
coll. (4)). Les sites uniques Bam HI et Sma I ont 6t6 
cr£6s par mutagfen&se dirigfee aux extr6mit6s des 
20 regions non codantes (RNC) en 5' et 3' respectivement 
du gfene k partir du plasmide pSV-E. Deux oligodfesoxy- 
nuclfeotides synth&tiques ont 6t6 prfeparfes pour 
r6aliser la mutagfen&se dirigee : 

a) un oligodfesoxynucleotide de 33 bases E-5 1 

25 de sequence : 

E-5 ' : 5 1 GTCGACCTGTACGGATCCGTTACTTCTGCTCTA 3 1 , 



correspondant & la sequence en 3' de la RNC en 5' du 
gene E ins&r£ dans le plasmide pSV-E (Desprfes et 
30 Coll. (4)). Cette s6quence correspond aux nucleotides 
-46 & -14, en comptant le A de l'ATG initiateur de la 
traduction comme + 1. Un site Bam HI (soulignfe en 
pointillfe sur la sequence E-5') est g6n6re par 
l'oligomfere de 33 bases E-5* en position - 29 & -34 a 
partir de l'ATG ; 
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b) un oligodfesoxynuclfeotide de 36 bases E-3' 
de sequence : 

E-3 1 : 5 i TCAATGATCACGCTAGTCCCGGGCAAGCTTC 

5 

TCTCT3 1 . 

Cette sfequence est compl&nentaire aux 
nucl6otides 7 A 42, en comptant le nuclfiotide en 3* du 
codant stop TGA de la RNC en 3 f du g&ne codant pour la 

10 protfeine E comme + 1, dans le plasmide pSV-E (Desprds 
et coll. (4)). Un site Sma I(soulign6 en point±116 sur 
la sequence E-3') est g6n6r6 par l'oligom&re de 36 
bases E-3' en position 20 A 25 & partir du TGA. 

Les oligomferes E-5 f et E-3' sont utilisfis 

1 5 comme amorces pour la synth&se d ' un produit PCR de 
1400 pb par mutagfendse dirigfie & partir du plasmide 
pSV-E, correspondant A la protfeine E du virus. 

A cet effet 10 ng du plasmide pSV-E sont 
ra61ang6s avec 10 ng des oligomferes E-5 ' et E-3 1 en 

20 presence de la Taq-polymferase. 25 cycles de 
dfenaturation A 94 "C sont r£alis£s pendant 1 min 30 
sec. Les oligomdres sont fix&s & 55 'C pendant 2 
minutes et une extension est r6alis6e & 72 "C pendant 2 
minutes. A la fin des reactions d' amplification, le 

25 produit PCR est d6pos6 sur un gel d' agarose. Le pro- 
duit PCR de 1400 pb est 61ectro-61u6 du gel d ? agarose, 
trait6 au ph6nol/chloroforme puis pr6cipit6 & l'6tha- 
nol & 95% & - 20*C en presence d'acfetate de sodium 0,2 
M. Aprds pr6cipitation par centrifugation, 1 ' ADN s§ch6 

30 est repris dans les tampons commerciaux pour une 
digestion par les enzymes de restriction Bam HI et Sma 
I. A la fin de la digestion le produit PCR dig6r6 est 
trait6 comme pour les plasmides pr6c6demment d6crits 
pour obtenir un plasmide interm6diaire. 

Le plasmide PVL 941-poly d6crit prfecfedemment 
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est digere par Bam HI et Sraa I et mis en ligation avec 
le produit PCR digere correspondent au gene codant 
pour la proteine E tronquee du VFJ. Pour eviter le 
maintien de mutations apportees par la PCR au niveau 
5 du gene codant pour la proteine E, le fragment compris 
entre le site Hind III (nucleotide- 13) et le site Pst 
I (nucleotide 1964 du genome du VFJ), soit environ 
1050 pb du plasmide intermediate, est substitue par 
le fragment homologue provenant du plasmide pSV-E. Le 

10 plasmide pAc-E2 est obtenu (fig. 6). Le reste de la 
sequence a ete contrfilee par sequencage direct. 

Le nouveau plasmide pAc-E2 a l'origine du 
baculovirus recombinant Ac-E2 contient le meme cadre 
de lecture ouvert codant pour la proteine E tronquee 

15 que celui present dans le plasmide pAc-El; seules les 
RNC aux extremites du cadre de lecture ouvert ont ete 
modi flees. 

5. construction du baculovirus recombinant 

Ac-EANSl 

20 Le baculovirus recombinant Ac-EANSl con- 

tient l'ADNc codant pour la proteine E suivie de la 
proteine NS1 sous la forme d'une polyproteine non 
clivee. Le site de clivage entre les deux antigenes 
majeurs du VFJ a ete modifie par mutagenese dirigee, 

25 de telle facon qu'il ne soit plus reconnu par les 
signalases cellulaires, generant ainsi une 
polyproteine de 100 kDa correspondant aux proteines E 
et NS1 liees de facon covalente. 

Le site de clivage (aa 776 4 778) VGA en 

30 amont du premier acide amine de NS1 (aa 779) reconnu 
par les signalases cellulaires permet le clivage de E 
et NS1; ce tripeptide a ete modifie en FYV par muta- 
genese dirigee de facon a ce qu'il ne soit plus 
reconnu comme site cryptique de clivage selon les 
regies de Von Heijne (23). 

A cet effet on a synthetise un oligodesox- 
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nucl6otide de 89 bases SP-NS1 de sequence : 

5 1 TCC GCA CTT GAG CTC TCT CTT GCC AAA GTT GAT GGC GCA 

TCC TTG ATC TAC GTA AAA TCC TAG AGA CAA AAA CAT CAT 



GAT CAC TCC TA 3 i 

compl6mentaire des nucleotides 2413 & 2501 du gftnome 
du VFJ, souche vaccinale 17D-204 ; la substitution des 
codons correspondents & VAG en codons correspondent & 
FYV est soulign6e sur la sequence de l'oligomdre 
SP-NS1. Un site Sna BI unique est g6n6r6 en position 
2450 (entre les acides amin6s 777 et 778) par 
l'oligorogre SP-NS1. 

L'oligomSre SP-NS1 et I'oligom&re E-5 1 
d6crit pr6c£demment sont utilises comme amorces pour 
la synthase d'un produit PCR de 1500 pb & partir du 
plasmide pSV-E.NSl dficrit pr6c6d^nment, correspondent 
A la protdine E complete ^xus 15 aminoacldes 
N-terminaux de la prot6ine NS1. 

A cet effet 10 ng du plasmide pAc-E.NSl sont 
mfelang6s avec 10 ng des oligomSres E-5' et SP-NS1 en 
presence de la Taq-Polymferase. On r6alise une 
amplification sur 25 cycles comme dfecrit pr&c6demment 
pour pAc-E2. Le produit PCR de 1500 pb est purifife 
comme dfecrit pour pAc-E2 et dig6r6 par Bam HI (site 
unique apportfe par E-5 f ) et par Sac I, (site en 2490 
du gfinome du VFJ opport6 par SP-NS1). 

Le vecteur de transfert pVL 941-poly d6crit 
pr6c6demment est dig6r6 par Bam HI et Sac I. Les 
fragments obtenus sont mis en ligation avec le produit 
PCR dig6r6 correspondent & la prot6ine E complete plus 
13 aminoacldes de NS1 du VFJ* Le plasmide r6sultant 
pAc-EANSl (of) est un plasmide intermfediaire pour la 
construction du plasmide pAc-E£ NS1; ce plasmide 
intermfediaire contient la substitution VGA en FYV 
(aminoacide 776 & 778) d l'extrftmitfi carboxylique de 
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la protfeine E du VFJ - 

La construction finale- pour obtenir le 
plasmide pAc-E NS1 a 6t6 r6alis6e par ligation des 
fragments : 

5 - [Bam HI-EcoRI] du plasmide pAc-E2 correspondant & la 
protfeine E tronqu6e, 

- [EcoRI-SacI] du plasmide pAc-EWNSl(a) correspondant 
aux aminoacides 720 6 790 du VFJ incluant la 
mutag6n6se dirig6e FYV, 
10 - [Sacl-Smal] du plasmide pAc-E.NSl correspondant & la 

protfeine NSl f 

les trois fragments 6tant introduits dans le vecteur 
pVL941-poly dig6r6 par Bam HI et Sma I. 

La ligation des quatre fragments d'ADN 
15 gfendre le plasmide pAc-EANSl (fig. 7). 

La complexity de ces constructions a 6tfe 
rendue n6cessaire par le risque d ' introduction de 
mutations alfeatoires lors de la PCR r6alis6e pour 
obtenir la mutagfenfese dirigte. Le plasmide pAc-EWNSl 
20 ainsi obtenu code pour les prot6ines E et NS1 en 
tandem non clivfees du VFJ. Le baculovirus Ac-EWNSl 
g6n6r6 par transfection ne diffdre du virus Ac-E.NSl 
que par la substitution VGA en FYV a l'extr&nitfe 
carboxylique de la protfeine E. 
25 II - Expression des baculovirus recombinants 

A/ Expression du baculovirus recombinant 

Ac-E.NSl 

1. Detection des prolines E et N51 recombi- 

nantes 

30 Les cellules Vero infectees par le VFJ ou 

les cellules SF9 infectees par les diffSrents baculo- 
virus l'ont 6t6 & raison approximativement de 10 uni- 
tes formant plage (UFP) par cellule. 

a) Marquage des protfeines dans des cellules 
Sf9 et Vero. 
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Avant le marguage, les cellules sont lav6es 
& deux reprises et incubfies dans un milieu exempt de 
methionine pendant 60 minutes. Les cellules Sf9 sont 
radiomarqu6es pendant 180 minutes d 27 heures aprds 
5 1' infection (h p.i) evec 100 pel de [ 35 S] mfethionine 
par ml. Les cellules Vero (lignfies cellulaires de 
reins de singe vert d*Afrigue) infect6es par le VFJ 
sont pr6trait6es A 8 h p.i avec 5 pg/ml d 1 actinomycine 
D (act D) et marqudes 6 25 h p.i pendant 3 heures avec 
10 100 pci de [ 35 S] methionine par ml en presence 
d ' actinomycine D. Lorsgu'elles sont marquees en 
presence de tunicamycine (5 pg/ml), les cellules sont 
prfetraitrfies pendant 60 min. avec cette drogue. 

Pour les essais de marquage avec chasse 
15 ("pulse-chase"), on marque des cellules lnfecttes 
pendant 30 minutes avec 200 yCi/ml de [ 35 S] mfithionine 
par ml. Apr&e la p&rlode de marquage, les cellules 
sont lav6es et incub6es avec un excds de methionine 
froide pendant des dur6es variables. 

Aprds marquage ou chasse, les prot6ines 
prfesentes dans le sumageant sont pr6cipit6es par 
addition de 9 volumes d'6thanol & 95% et incubation A 
- 20 *C pendant 18 heures comme dfecrit par Despr£s et 
coll, (4). Pour analyser les prot6ines intracellu- 
laires, les cellules sont lav6es & deux reprises avec 
une solution saline de tampon phosphate (PBS) froide 
et lys6es avec tin tampon RIPA froid (50 mM tris HC1 pH 
7,5; 150 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0,1 % SDS; 1% Triton X 
100; 1% deoxycholate) contenant 25 p g/ml d'aprotinine 
(Sigma). Aprds 5 mn d 1 incubation d 0*C, les extraits 
cellulaires sont clarifies par centrifugation pendant 
5 min. dans une mlnicentrifugeuse. Les prot6ines sont 
immunopr6cipit6es en utilisant le protocole d&crit par 
Ruiz-Linards et coll, (7) et rgsolues sur des gels 
SDS-polyacrylamide & 12%. 



20 



25 



30 



WO 92/02548 



24 



PCT/FR91/00432 



b) Analyse Western-blot 

Les proteines separees sur gel de SDS-poly- 
acrylamide sont transferees par electrophorese sur des 
f litres de nitrocellulose (Schleicher et Schuell, 
5 RFA). La membrane est saturee avec le tampon de lavage 
(20 mM Tris HC1 pH 7,5; 500 mM NaCl) contenant 3% de 
serum foetal de bovin et mise a incuber pendant 1 nuit 
a 4°C avec un immunserum de lapin dilue au 1/50 dirig6 
contre la proteine NS1 (Schlesinger et coll, (D) ou 

10 une proteine de fusion TrpE-E obtenue par insertion de 
l'ADNc codant pour la proteine E dans la region 3' du 
gene TrpE de l'operon tryptophane dans le plasmide 
PATH decrit par C. Dieckmann et A. Tzagoloff (J. Biol. 
Chem. 1985, 260, p. 1513-20). Apres plusieurs lavages, 

15 la membrane est mise a incuber successivement a tempe- 
rature ambiante avec un serum de cheval anti-Ig de 
lapin biotinyle dilue au 1/500 et avec un complexe 
dilue au 1/500 de Streptavidine-peroxydase de raifort 
biotinylee (Amersham). Apres lavage, les anticorps 

20 lies sont visualises en mettant a reagir la membrane 
avec du 4-chloro-l-naphtol a 0,06% (Sigma) et du 
peroxyde d'hydrogene a 0,015%. 

c) Traitement par les Endo-|3-N-acetyl-D- 
25 glucosaminidases H (Endo-H) et F (Endo-F) 

Des cellules Sf9 infectees avec le baculo- 
virus recombinant ou des cellules Vero infectees avec 
le VFJ sont marquees comme decrit ci-dessus et des ex- 
traits cellulaires immuno-precipites a l'aide d'anti- 
30 corps diriges contre les proteines du VFJ. Les com- 
plexes immuns sont traites avec 1' Endo-H (20 mU/ml) ou 
Endo-F (lU/ml) (Boehringer) en utilisant la technique 
decrite par Jarvis et Summers (22). 



d) Extraction par le Triton X 114 
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Les cellules sont rinc6es avec du PBS, raises 
en suspension dans une solution de Triton X 114 & 2% 
(BDH) dans 50 mM de tris-HCl pH 7, 5 contenant 
25 pg/ml d'aprotinine et incubfees pendant 10 min & 
0*C. Les phases aqueuse et detergent sont obtenues par 
incubation dans un bain marie & 37 °C puis par cen- 
trifugation & 37 *C dans une minicentrifugeuse & 3000 
t/min. La phase aqueuse est r6cup6r6e et apr&s plu- 
sieurs lavages avec du tampon E (10 mM de tris-HCl pH 
7,5; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA), la phase detergent est 
obtenue. Les phases aqueuse et detergent dilutes avec 
5 volumes de tampon E sont pr£cipit6es pendant une 
nuit 4 l'aide de 9 volumes d'&thanol A 95% & - 20°C. 
Les prot6ines sont analys6es sur des gels de 
1 5 polyacrylamide . 

e) Essais d f immunofluorescence 
Des cellules de S.frugiperda cultiv6es sur 
des lame lies sont infect£es avec AcNPV ou le virus 
20 recombinant pendant 24 heures & 27 # C. Les cellules 
sont fixges avec du formaldehyde et, si nfecessaire, 
perm6abills6es avec du Triton X 100 d 0,1% dans du PBS 
comme d6crit pr6c6demment (Despr&s et coll, (8)). Les 
cellules fixges perm6abilis6es ou non sont mises & in- 
25 cuber pendant 20 min, & temperature ambiante avec un 
immunsdrum de sourls anti VFJ (dilution 1 : 40) ou 
avec une dilution au 1 : 20, de soit l'anticorps mono- 
clonal (AcMc) 864 sp&cifique de E (Gould et coll. 
(9)), soit l'anticorps monoclonal 864 sp6cif ique de 
NS1 (Schlesinger et coll. (10))/ Une iramunoglobuline 
anti-souris conjugu6e & l'isothiocyanate de fluores- 
c6ine (Silenius) est utilis6e comme second anticorps. 
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binantes du baculovirus Ac-E.NSl 
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Le plasmide recombinant Ac-E.NSl contient 
l'ADNc du VFJ qui code pour une polyproteine precur- 
seur des proteines E et NS1, ayant un poids molecu- 
laire theorique de 100 kDa (865 residue d'aminoaci- 
5 dee). Pour confirmer que ces proteines sont exprimees 
et subissent des maturations correctes dans les 
cel-lules S£9, on marque des cellules infectees avec 
Ac-E.NSl a l'aide de [ 35 S] methionine pendant 3 heures 
a 27 h p.i. Cette duree s'est averee etre optimale 

10 pour le marquage des proteines recombinantes. 

Lorsque les proteines virales sont immuno- 
precipitees avec un imraunserum de souris dirige contre 
le VFJ ou avec des anticorps monoclonaux specifiques 
de E et de NS1, les proteines recombinantes E et NS1 

15 migrent avec les memes mobilites que les proteines 
authentiques obtenues a partir de cellules Vero in- 
fectees avec le VFJ. Lorsque les cellules sont trai- 
tees avec la tunicamycine, un inhibiteur de N-glyco- 
sylation des proteines, la proteine NS1 authentique et 

20 la proteine NS1 recombinante co-migrent avec un poids 
moleculaire apparent de 43 kDa. Ni la proteine recom- 
binante, ni la proteine E authentique ne sont glyco- 
sylees comme il a pu en etre juge d'apres 1' absence 
d'effets de la drogue sur leur mobilite electropho- 

25 retique. 

L'antigenicite des proteines recombinantes 
est analyses en utilisant des anticorps monoclonaux 
diriges contre les proteines E et NS1. Les anticorps 
monoclonaux neutralisant 2C9 (Schlesinger et coll, 
30 (10)) et 864 (ci-dessus mentionne) reconnaissent la 
proteine d'enveloppe synthetisee par la souche vacci- 
nale 17D-204 du VFJ et reagissent avec la proteine E 
recombinante exprimee par le virus hybrids SV40-VFJ 
(Despres et coll, (4)). Les deux types d' anticorps 
monoclonaux reagissent egalement avec la proteine E 
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recombinante synth6tis6e dans les cellules d'insectes. 
Comme ces onticorps monoclonaux reconnaissent la forme 
native mais non la forme d£natur6e de la proteine E 
(Despr6s et coll, (4)), on peut en conclure que le 
repliement de la proteine recombinante est slrailalre A 
celul de la prot6±ne authentique. Les deux types 
d'antlcorps monoclonaux immunoprecipitent des poly- 
peptides suppl&nentalres qui migrant plus vite que la 
proteine E et pourraient etre similaires aux produits 
de degradation d6J& trouv6s dans les cellules infec- 
t6es avec le VFJ, comme d6crit par Schlesinger et 
coll, (11) et Cane et Gould (12). 

L'anticorps monoclonal BG4 immunopr6cipite 
la proteine NS1 du VFJ produite dans les cellules Vero 
infect*es aussi bien que la forme non glycosyl6e syn- 
thetisee en presence de tunicamycine. La reconnais- 
sance par l'anticorps monoclonal 8G4 est considfera- 
blement affectee lorsque, la proteine est traitee par 
du SDS et du dithiotr6itol, ce qui indique que 1' epi- 
tope est d6pendant de la conformation. L'anticorps 
monoclonal 8G4 r6agit 6galement avec la proteine NS1 
recombinante obtenue £ partir de cell ;les Sf9 infec- 
t6es par Ac-E.NSl. En plus de la proteine recombinante 
de 48 kDa, un polypeptide mineur avec un poids 
mol6culaire apparent de 47 kDa est immuno-pr6cipit6 & 
partir d'un lysat de cellules d'insectes infectfies par 
Ac-E.NSl. 

Les analyses detainees de cellules de Sf9 
infectees avec le baculovirus recombinant Ac-E.NSl ont 
r£v616 1' existence de deux grands polypeptides ayant 
des poids mol6culaires apparents d ' approximativement 
100 kDa, ce qui repr6sente la taille attendue pour le 
precurseur non cllve. Ces polypeptides r6agissent avec 
un immuns6rum de souris dirig6 contre les prot6ines 
structurales et non structurales du VFJ aussi bien 
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qu'avec les anticorps monoclonaux specif iques de E et 
de NS1. Le plus grand polypeptide (105 kDa) migre avec 
la meme mobilite que la proteine NS5 non structurale 
du VFJ. Lorsque la synthese est effectuee en presence 
5 de tunicamycine, seule la bande migrant le plus rapi- 
dement est detectee ce qui suggere que les polypepti- 
des ayant des mobilites plus rapides et plus lentes 
represented les formes non glycosylees et glycosylees 
respectivement. Ces resultats indiquent que le poly- 
10 peptide de 100 kDa est en fait le precurseur non clive 
des proteines E et NS1 recombinantes . 

Detection des formes oligomerique s et asso- 
ciees a la membrane de la proteine NS1 

15 L'oligomerisation de NS1 dans les cellules 

de moustiques et de mammiferes infectes par differents 
flavivirus a ete decrite par Winkler et coll, (13, 
14), Mason (15) et Schlesinger et coll, (16). La ques- 
tion est posee de savoir si la proteine NS1 forme 

20 egalement des oligomeres dans les cellules de lepidop- 
teres infectees avec le virus Ac-E.NSl. II etait ainsi 
necessaire d'etablir les conditions pour detecter les 
oligomeres de NS1 dans les cellules de mammiferes 
infectes avec le VFJ. 

25 Les dimeres NS1 formes pendant 1 ' infection 

par le virus de la Dengue sont resistants a des trai- 
tements reducteurs et par le SDS mais sensibles a la 
denaturation par la chaleur. Les cellules de primates 
infectes avec la souche 17D-204 du VFJ sont marquees 

30 pendant 30 min a 25 h p. i en presence d • actinomycine D 
et chassees pendant des durees variables. Les protei- 
nes obtenues a partir des lysats cellulaires sont dis- 
soutes dans un tampon de Laemmli et analysees sur gel 
de polyacrylamide avant et apres denaturation par la 
chaleur. Dans les echantillons denatures, la proteine 
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NS1 de 48 kDa est dfetectfee sous la forme d'une bande 
faible apr6s une pferiode de marquage de 30 min., et 
devient de plus en plus importante aprfts une incuba- 
tion de 60 min. Lorsque les fechantillons ne sont pas 
d6naturfes par la chaleur, la protfiine de 48 kDa est 
d6tect6e & la fin du marquage sans qu'elle s'accumule 
pendant la chasse. De manidre concomittante, une 
nouvelle bande virale avec un poids mol£culaire appa- 
rent de 72 kDa apparalt, qui devient de plus en plus 
intense durant la chasse. 

Le polypeptide de 72 kDa est 61u6 A partir 
du gel et on montre qu'il reprdsente une forme oli- 
gomferigue de la protAine NS1. Le polypeptide isolfi est 
analyst par Western-blot en utili^ant un immuns6rum de 
lapin dirigfi contre la protfeine NS1 du VFJ (Schlesin- 
ger et coll, (1)). Le polypeptide de 72 kDa rfeagit 
avec le sferum spficiflque et aprfes dfenaturation par la 
chaleur se dlssocie pour former la protSine NS1 de 48 
kDa. 

Aprds traitement des extraits cellulaires 
avec du Triton X 114, les protfeines transmembranaires 
ayant des sfequences d'ancrage hydrophobes se rgpartis- 
sent de manl&re efficace dans la phase detergent, tan- 
dis que les prot&lnes plus hydrophiles, cytosoliques 
et secr6t6es restent dans la phase aqueuse. La 
presence de la protfeine d'enveloppe du VFJ ou de la 
protfiine recorobinante E exprimfee par le virus Ac-E.NSl 
dans la phase detergent est r6v616e par analyse di- 
recte de l'extrait cytoplasraique marqu6 et confirmSe 
par analyse de type Western-blot au moyen d'un immun- 
sferum de lapin dirig6 contre la protfeine E du VFJ. La 
protfiine E est extraits de manifere complete et totale 
dans la phase detergent comme attendu pour une pro- 
teine transmembranaire. 

La prfesence d'oligomferes NS1 dans la phase 
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de dfetergent est rfevelfee clairement. Cependant des 
analyses de Wertem-blot avec un -immunsferum de lapin 
dirigfe centre la protfeine NS1 du VFJ roontre que 
l'oligomfere NS1 de 72 kDa est extrait A la fois dans 
5 la phase aqueuse et dans la phase detergent, Aprfes 
dfenaturation par la chaleur, la forme oligomferique est 
dissocifee et convertie en une protfeine de 48 kDa. En 
1' absence de chauffage, la plupart des produits appa- 
raissent sous forme d'oligomferes. Lorsque la N-glyco- 

10 sylation est bloqufee avec de la tunicamycine, on ob- 
serve la prfesence d'un polypeptide de 62 kDa dans 
1 ' fechantillon non chaufffe. Lorsque 1 ' fechantillon est 
chaufffe, ce polypeptide disparait tandis qu'apparalt 
le forme non glycosylfee de NS1 (poids molfeculaire 

15 apparent de 43 kDa). Ce rfesultat suggfere que la 
protfeine de 62 kDa est la forme non glycosylfee de la 
protfeine de 72 kDa et que 1 1 oligomferisation de NS1 a 
lieu sans que soient nfecessairement prfesents des 
groupes oligosaccharidiques fixfes sur les sites NXT/S 

20 ou ASN X Thr/Ser prfesents sur la glycoprotfeine. Aucune 
bande distincte autre que celle correspondant & NS1 
n'apparalt aprfes le chauffage, ce qui suggfere que le 
polypeptide de 72 kDa est un homo-oligomere. La dif- 
fference de poids molfeculaire dif fferent entre 72 et 62 

25 kDa correspond vraisemblablement au poids molfeculaire 
de 4 oligosaccharides, fetant donnfe que le monomfere NS1 
possfede des rfesidus glycans sur les deux sites de 
N-glycosylation qui ensemble contribuent & 5 kDa 
(Despres et coll, (4))* 

30 La protfeine NS1 exprimfee par le baculovirus 

recombinant Ac-E.NSl est dfetectfee par Western-blot 
avec l'immun sferum dirigfe contre la protfeine NS1 du 
VFJ aussi bien sous la forme monomferique gp48 que sous 
la forme oligomferique gp72. Si la forme monomferique 
est spfecifiquement dfetectfee dans la phase aqueuse, la 
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forme oligomer ique est retrouv6e dans les phases 
aqueuse et detergent de Triton X114. Ces rgsultats 
signifient que 1 , oligom6risation et 1 ' association aux 
membranes de la prot6ine recoznbinante NS1 ont lieu 
dans les cellules d*lnsectes infectees par le bacu- 
lovirus recombinant Ac-E.NSl et 6 une temperature de 
27'C. 

Ces experiences confirment que la proteine 
d'enveloppe E du VFJ ou du virus Ac-E.NSl poss£de les 
propri6t6s d'une proteine membranaire integrale et 
montrent que la glycoprot6ine NS1 de 48 kDa du VFJ ou 
du virus Ac-E.NSl nouvellement synth6tis6e peut &tre 
convert ie en une irme oligomer ique thermolabile gp 72 
qui peut £tre ret*ouv6e associ6e aux membranes. 

Le polypeptide de 100 kDa synth£tis6 par 
Ac-E.NSl est compietement extrait dans la phase deter- 
gent et r£agit avec des immuns&rums de lapin dirig6s 
contre les proteines E ou NS1. Le r6sultat conflrme 
que le polypeptide represents le precurseur non clive 
de E et NS1 recombinantes et indique qu'il est forte- 
ment associ6 aux membranes intracellulaires. Des ana- 
lyses de marquage avec chasse montrent que le clivage 
destine & g£n6rer les prot6ines recombinantes E et NS1 
a lieu aprds que le pr6curseur ait 6t6 compietement 
transf6r6 dans la luml&re du RE (reticulum endoplas- 
mique). On a 6galement trouv6 que la maturation du 
precurseur n'6tait pas modifi6e par la tunicamycine, 
dans la mesure oil les proteines E et NS1 non glycosy- 
16es etaient produites en presence de cette drogue. 

Transport et secretion des proteines NS1 
authentiques et recombinantes dans des cellules 
infect6es 

Comme les proteines NS1 de diff6rents 
flavivirus ont 6t6 d6crites comme 6tant les antig&nes 
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solubles fixant le complement et plus tard comme une 
protfeine secr6t6e dans le milieu tie culture cellulai- 
re r il etait int6ressant de determiner si les prot6i- 
nes NS1 authentique et recombinante synth6tis6es dans 
5 des cellules Vero infect6es par le VFJ ou dans des 
cellules Sf9 infectfees par le baculovirus 6taient 
fegalement s6cr6t6es dans le milieu. 

Les cellules Vero infectfees avec le VFJ sont 
radiomarqu6es avec de la [ 35 S] methionine pendant 30 
10 min. puis chass6es avec un exc6s de methionine froide 
pendant 0*5 heures. La proteine NS1 authentique est 
pr6sente dans le surnageant cellulaire aprfes 2 heures 
de chasse, aprfes quoi un plateau est rapidement 
atteint. La forme secr6t6e de NS1 raigre sous forme 
15 d'une bande diffuse avec un poids molSculaire apparent 
16g6rement sup6rieur & sa contrepartie cellulaire. 
Bien que la proportion de NS1 dans les fractions 
extra- et intracellulaires n'ait pas 6t6 quantifi6e r 
des analyses par autoradiographic indiquent clairement 
20 qu'une grande partie reste sous forme intracellulaire. 

A partir de analyses de marquage avec chasse, on peut 
conclure que la s6cr6tion de NS1 est un processus 
plut6t lent dans la mesure ou plus de 5 heures sont 
nfecessaires pour que la moitife des proteines NS1 

25 radiomarqu6es soit liber6e dans le milieu de culture 

cellulaire. On montre egalement que la forme extracel- 
lulaire correspond k l'oligomfere gp 72 et que celui-ci 
migre sous forme d'une bande plus large que Uoligomfe- 
re intracellulaire. II disparait apres chauffage tan- 

30 dis que la forme monomerique de NS1 secretee apparait. 

Un traitement par la tunicamycine ne fait pas 
disparaitre la secretion de NS1 comme cela ressort de 
la presence de I'oligomere non glycosyie p62 de NS1, 
dans le milieu de culture. 

A 1' oppose, des cellules Vero infectees avec 
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le VFJ, la protfeine recombinente NS1 obtenue fi partir 
de cellules Sf9 infect6es par Ac-E.NSl n'est pas se- 
cr£t6e car aucun des polypeptides recombinants n f a pu 
fitre d6tect6 dans la fraction extre-cellulaire apr&s 
un marguage de 30 rain, suivi par une chasse de 3 
heures. La dur6e de la chasse n'exc£dalt pas des 
p&riodes trop longues en raison d'une 6ventuelle lyse 
cellulaire due & 1* infection par le baculovirus. Les 
cellules Sf9 infectfees par Ac-E.NSl non perm6abilis6es 
montrent une reaction claireraent pos* "ive lorsqu'elles 
sont test6es avec l'anticorps 8G4 spgcifique de NS1, 
par immunofluorescence & 24 heures aprds 1' infection, 
ce qui sugg&re que, bien que les oligom&res de NS1 re- 
combinants ne soient pas secr6t6s, ils ont p£n6tr6 
dans le rfeticulum endoplasmique et dans l'appareil de 
Golgi et ont 6t6 transport's vers la membrane plasma- 
tique avec laquelle ils se sont essoci's. 

N-glycosylation des protfeines NS1 authenti- 
ques et recombinantes 

On sait que l f endoglycosidase H hydrolyse 
les r'sidus oligosaccharidiques & haute teneur en 
mannose li6s A 1'asparagine de la glycoprot6ine, mais 
non les types complexes de glycans, tandis que 
I'endo-F clive de la m&me mani&re les oligosaccharides 
& haute teneur en mannose et les oligosaccharides 
complexes. La resistance & 1 ' Elimination des chaines 
lat'rales hydrocarbonSes par l f Endo-H est acquise 
aprgs la conversion de GlcNAc 2 -Man 5 en GlcNAc 2 -Man 3 - 
GlcNAc, un 6v&nement qui a lieu dans la region mddiane 
de l'appareil de Golgi. Ainsi la sensibility ou la re- 
sistance aux traitements par l f endoglycosidase H r des 
groupes oligosaccharides lids aux aspargines presents 
sur la prot'ine NS1 exprim&e par le VFJ ou par le 
virus Ac-E.NSl devrait dormer des indications sur son 
transport dans le trajet secrfetoire intracellulaire et 
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une indication quant au compartiment oH a lieu l'oli- 
gom6risation. 

Les 6chantillons intra- et extracellulaires 
obtenus & partir des experiences de marquage suivi de 
5 2 heures de chasse sont analysSs quant & leur r6acti- 
vit6 & l'6gard des endoglycosidases . La protfeine NS1 
extracellulaire du VFJ apparait §tre presque complete- 
ment rfesistante & l'Endo-H et montre la m§me hfetfero- 
g£n6it6 que la forme non traitfie; mais comrae on s'y 

10 attendait, est sensible & l'Endo-F. Ceci indique que 
NS1 doit traverser le compartiment secr6toire oO les 
oligosaccharides & haute teneur en mannose sont mo- 
difies en sucres complexes rfesistants & l f Endo-H, 
L f h6tferog6nfeit6 de la prot6ine NS1 Iib6r6e est pro- 

15 bablement due & des modifications multiples des oli- 
gosaccharides li6s aux rfesidus Asparagine. Au con- 
traire de la forme secrfet6e, la protfeine NS1 intra- 
cellulaire est totalement sensible & l'Endo-H, ce qui 
indique qu'elle ne migre pas vers le complexe de Golgi 

20 mais reste dans le reticulum endoplasmique. Dans la 
mesure oii la majoritfi de NS1 est pr6sente sous la 
forme oligomferique, ces r6sultats suggferent fortement 
que le repliement et 1 ' oligomferisation ont lieu pro- 
bablement dans le reticulum endoplasmique ou dans un 

25 compartiment qui precede le trans-Golgi. 

Pour caracteriser la nature des N-glycans 
sur la proteine recombinante NS1, les proteines mar- 
quees obtenues & partir de cellules Sf 9 infect6es par 
Ac-E.NSl et traitfees avec le Triton X 114 sont r6par- 

30 ties entre dans les phases aqueuse et detergent puis 
la proteine NS1 de chaque phase est immunoprdcipit6e. 
Des rfesultats similaires sont obtenus avec 1 ■ une ou 
1' autre phase* Lorsque la proteine recombinante NS1 
compos6e des deux formes gp 48 et gp 47 est traitfee 
avec 1 ' endoglycosidase H, deux bandes sont observ&es 
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qui migrent avec la forme p 43 non glycosylfee et la 
forme gp 47 respect ivement . Les deux bandes sont 
sensibles ft l'Endo-F qui r6duit leur taille ft 43 kDa. 
Ces rfesultats sugg&rent que gp 48 est la forme 
sensible ft 1 ' Endo-H tandis que gp 47 reprgsente la 
forme rfisistante ft l'Endo-H. L'existence de la pro- 
tfeine gp 47 r6sistante ft l'Endo-H sugg&re que, bien 
que la majority des prot6ines NS1 possddent des gly- 
cans ft haute teneur en mannose, certains des oligo- 
saccharides sont raccourcis sans Elongation suppl6- 
mentaire. Ceci slgnifie que la protfeine a 6t6 trans- 
portfee A partir de reticulum endoplasmique vers 
l'appareil de Golgi ofc des sequences riches en man- 
noses ont vraisemblablement 6t6 modifies en 
Man361cNAc2* Ce ph6nomftne est observe dans les 
cellules d'insectes. De pi s, de tels glycans sont 
connus pour Gtre de pauvres substrats pour l'Endo-H. 
Ainsi, il apparalt que la glycosylation de la protftine 
NS1 recombinante exprim6e dans les cellules d'insectes 
est diffferente de celle de la protfeine NS1 authentique 
synth6tis6e dans les cellules de mammifftres. 

B/ Expression des baculovlrus recombinants 
Ac-E 1 et Ac-NSl 

L'6tude de l f expression des prot£ines recom- 
binantes E et NS1 en cellules Sf9 a 6t& r6alis6e 30 h 
aprfts infection par les baculovlrus Ac-E 1 ou Ac-NSl. 



15 



20 



30 



1) Expression de la protfeine E tronqufee 
Le baculovlrus recombinant Ac-E 1 exprime la 
protfeine d'enveloppe E du virus de la Fiftvre Jaune 
d£16t6e de son domaine d 1 ancrage transmembranaire C 
terminal. La protfeine recombinante E a un poids mo- 
16culaire th6orique de 52 kDa (96% de la prot&ine E du 
virus 17D). 
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* Antigfenicitfe de la protfeine recombinante E 
La protfeine E exprimfee par le virus Ac-E 1 a 

un prof il de migration felectrophorfetique trfes similai- 
re fe celles synthfetisfees par le virus 17D ou par le 
5 baculovirus recombinant Ac-E.NSl. Cette protfeine re- 
combinante rfeagit avec un immunsferum de souris anti- 
17D ainsi qu'avec les anticorps monoclonaux neutrali- 
sants 4E8,2C9,2E10,2D12 et 5E3 (Schlesinger et coll, 
(10)). L'AcMc neutralisant 864 (Gould et coll, (9)), 
10 spfecifique des souches vaccinales 17D-204, reconnait 
la protfeine E recombinante. 

* Taux de production en cellules Sf9 

La protfeine E tronqufee dans les cellules 
d f insecte infectfees par le virus Ac-E 1 est visualisfee 
15 par coloration au bleu de Coomassie & partir des 
protfeines totales d'un lysat de 10 6 cellules aprfes 
l f analyse sur un gel de polyacrylamide-SDS (PAGE-SDS). 
On estime la production de E fe 10 pg pour 10 6 cellu- 
les. 

20 * Proprifetfes physicochimlques de la protfeine 

recombinante E 

Si le baculovirus recombinant Ac-E synthfeti- 
se la protfeine E en grande quantitfe, les essais de pu- 
rification montrent qu f elle parait relativement inso- 
25 luble; 

* Secrfetion de la protfeine E 

La protfeine recombinante E n'est pas dfetec- 
tfee dans le sumageant des cellules Sf9 infectfees par 
le virus Ac-E.l L' absence de sfecrfetion, malgrfe la dfe- 
30 Ifetion de son domaine d'ancrage transmembranaire, 
se-rait corrfelfee a sa proprifetfe d f insolubilitfe dans le 
compartiment intracellulaire. 

* Localisation cellulaire de la protfeine E 
par immunofluorescence 

Par immunofluorescence indirecte, la pr 
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tfiine E n'est retrouv6e que dans le compartiment in- 
tracellulaire, on ne la d6tecte pas & la surface de la 
cellule. 

Le baculovirus recombinant Ac-El exprlme la 
prot£ine E du virus de la Fi6vre Jaune, souche vacci- 
nale 17D-204 France, qui prfesente correctement les 
Epitopes de neutralisation* 

2) Expression de la prot6ine NS1 
Le baculovirus recombinant Ac-NSl exprime la 
glycoprotfiine non structurale NS1 (aa 779 & 1129) du 
virus de la FiSvre Jaune en presence des acldes amines 
MSMSMILVGVIMMFLSLGVGA (aa 758 & 778) qui composeraient 
son peptide signal interne* 

* Antig6nicit6 de la protfeine recombinante 

NS1 

La prot&ine recombinante NS1 synth6tis6e par 
le virus Ac-NSl roigre sous forme d ' un doublet ( PM 
apparents de 48 et 47 kDa) avec un profil de migration 
61ectrophor6tique trds similaire & celui de la 
prot6ine exprlm6e par le virus 17D ou par le 
baculovirus recombinant Ac-E.NSl. Le doublet de NS1 
r£agit avec un inununs£rum de souris anti-17D et avec 
le AcMc 1A5,4E3,2D10,2G2 et 8G4 (Schlesinger et al, 
10). 

Les AcMc 1A5 et 8G4 ont une activity cyto- 
lytique en presence de compl&nent et peuvent prot6ger 
passivement la souris et le primate contre le virus 
17D injects en intracferfibral . 

* Glycosylatlon 

En prfesence de tunicamycine, un inhibiteur 
de la N-glycosylation des glycoprotfeines ou aprds 
traitement avec 1 'endoglycosidase F, le doublet de NS1 
de 48 et 47 kDa disparait alors qu'apparalt un poly- 
peptide de 43 kDa qui a un profil de migration 61e- 
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trophorfetique trfes comparable & la forme non glycosy- 
lfee de la protfeine NS1 du virus amaril. Ce r6sultat 
indique que le doublet 48-47 kDa correspond & deux 
formes majeures de la protfeine recombinante NS1 qui se 
5 diffferencient par la nature de leurs oligosaccharides, 

* Taux de production en cellules Sf 9 

La protfeine NS1 dans les cellules d'insecte 
infectfees par le virus Ac-NSl est visualisfee par colo- 
ration au bleu de Coomassie h partir d'un lysat de 10 6 
10 cellules aprfes analyse sur un PAGE-SDS. On estime 
qu' environ 10 )g de protfeine NS1 sont produits par 10 6 
cellules. 

* Oligomferisation et association aux membra- 
nes de la protfeine NS1 

15 La forme oligomferique de la protfeine NS1 (gp 

72 kDa), prfealablement dfecrite pour le virus 17D et 
pour le baculovirus recombinant Ac-E.NSl, est observfee 
dans les cellules d'insecte infectfees par le virus 
Ac-NSl aprfes coloration au bleu de Coomassie des 

20 protfeines totales d'un lysat cellulaire non dfenaturfe 
analysfe sur un PAGE-SDS. L 1 existence de la forme 
oligomferique gp 72 kDa de la protfeine NS1 exprimfee par 
le virus Ac-NSl a fetfe confirmee par Western blot avec 
un immunsferum de lapin anti-NSl. La forme oligomferique 

25 de la protfeine NS1 est retrouvfee associfee aux membra- 
nes d' aprfes les expferiences de fractionnement au de- 
tergent non ionique Triton X 114. 

* Sfecrfetion de la protfeine NS1 

.La protfeine recombinante NS1 n'est pas dfe- 
30 tectfee dans la sumageant des cellules Sf9 infectfees 
par le virus Ac-NSl. L' absence d'excrfetion de la pro- 
tfeine NS1 par les cellules de lepidoptere a fetfe prfea- 
lablement observfee dans les cellules infectfees par le 
baculovirus recombinant Ac-E.NSl. 

* Localisation cellulaire de la protfeine NS1 
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par immunofluorescence 

Par immunofluorescence indirecte avec I'AcMc 
8G4, la prot6ine recombinante NS1 est retrouv6e & la 
surface de la cellule Sf9 infectfie. 
^ C/ Expression du baculovirus recombinant 

AC-E2 

Le virus Ac-E2 exprime la prot6ine E 
tronqufee (poids mol6culaire apparent 52 kDa), Son taux 
de production est d f environ 5 )g/1.000.000 de cellules 

10 sf9 apr6s 48 heures d f infection. La protfeine E est 
reconnue par les anticorps monoclonaux dirigfes contre 
la prot6ine d'enveloppe du VFJ : 2C9, 2E10, 5E3,2D12, 
864. La prot£ine E tronqufee exprim6e par le virus 
Ac-E2 est s6cr£t&e par les cellules de Spodoptera 

1 5 frugiperda inf ectfies dans le milieu de culture . Ce 
ph&nom&ne est confirm^ par marquage des cellules 
infect6es en presence de methionine [ 35 S] suivi d'une 
chasse ainsi que par Immunofluorescence indirecte oH 
une fluorescence membranaire est observ6e. En absence 

20 de son domaine d'ancrage transmembrane ire, la protfeine 
E exprimSe par le virus Ac-E2 est excr6t6e comme celle 
synth6tis6e par le recombinant SV40 SV-E dans les 
cellules de primate (Despr6s et coll., (4)). 

D/ Expression du baculovirus recombinant 

25 Ac-E NS1 

Le virus Ac-E ANSI synthfetise une protfeine 
sous la forme d'un doublet ayant un poids moldculaire 
apparent approximatif de 100 kDa. L'h6t6rogfen6it6, qui 
dispardit en presence de tunicamycine de cette 
30 protfeine est due & son degr6 de glycosylation (dans la 
gp 100, seul le polypeptide repr6sentant NS1 est 
glycosi :6); ce phfinom&ne a d6jfi 6t6 d6crit pour la gp 
100 exprimfe par Ac-E.NSl. La gplOO exprim6e par 
Ac-E ANSI est reconnue par les anticorps monoclonaux 
spfecifiques de E (2C9 ,2E10,2D12, 864) aussi bien que 
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par les anticorps monoclonaux sp6c±fiques de NS1 
(1A5,8G4,2G12). Ce rfisultat -est confirms par 
inununofluorescence indirecte. Le taux de production 
est estimfe & 10 (jg/1- 000.000 de cellules de Spodoptera 
5 frugiperda & 2 jours aprds 1' infection. Aucun clivage 
en E et NS1 n'est observfe S partir de la gplOO. 

L * expression des prot6ines E et NS1 en 
tandem n'affecte ni leur conformation ni leur 
antig6nicit6 respectives. 
10 ill - immunitfe protectrice ant i -VFJ induite 

par les protfeines recombinantes E et NS1 c hez la sou- 
ris 

L f immunog6nicit6 et le pouvoir protecteur 
des protfeines recombinantes E et NS1 exprimfees en 

15 cellules d'insecte Sf9 infectfees par les diffSrents 
baculovirus ont 6t6 testfes chez la souris qui est le 
module animal de reference pour Studier la pathog6n6se 
du VFJ. En effet, si les souches sauvages tuent le 
rongeur adulte apres injection par les voies intracfe- 

20 rfebrale ou intrapferitonfeale, les souches vaccinales 
17D sont 16tales uniquement lorsque le virus est in- 
jects par voie intracferfebrale. Les souriceaux sont 
sensibles au virus sauvage ou vaccinal quelque soit la 
voie d 1 inoculation. Ainsi, pour tester le pouvoir 

25 immunogene des protfeines recombinantes E et/ou NS1, on 
a inoculS des lysats cellulaires a des souris Swiss de 
trois semaines. L'fepreuve par le virus virulent se 
fait en injectant le virus par voie intracferfebrale. 

La detection d' anticorps dirigfes contre les 

30 protfeines E et NS1 dans les s&rums de souris immuni- 
sees a 6t6 r6alis6e avant que les animaux ne regoivent 
une injection intracSrfebrale du virus infect ieux 17D 
(fepreuve ou challenge au VFJ). 
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a) prfeparatlon des lysats cellulaires 
Des cellules Sf9 infect6es par le baculovi- 
rus sauvage (AcNPV) ont 6t6 utilisfees comme contrfile 
nfegatif et deux types de contr61e positif ont 6t6 
choi sis : le virus 17D inocul6 par vole intrapfirito- 
n6ale et les cellules Vero lnfect6es par le virus 17D. 
Toutes les cellules Sf9 ou Vero ont 6t6 pr61ev6es ft la 
30&me heure aprds le d&but de 1' infection. Elles ont 
6t6 mlses en suspension dans du PBS et l 1 extra! t cel- 
lulaire a 6t6 obtenu par une simple 6tape de cong61a- 
tion-d6cong61ation . 

Chague souris Swiss regoit une injection 
intrapferitonfiale (i.p.) de 5 x 10 5 cellules (sauf 2,5 
x 10 6 cellules infectives par Ac-E.NSl) contenues dans 
0,3 ml, sans adjuvant, ou de 10 6 ufp de virus 17D, aux 
temps J 0 et J 15. Trois semalnes apr&s le d&but de 
1 1 inoculation, & 3 19, les s6rums des souris immuni- 
ses sont pr61ev6s et & J 21 les animaux resolvent une 
dose de 100 DL50 de virus 17D contenu dans un volume 
de 30 pi par vole intrac6r6brale (i.e.). La mortality 
des souris est comptablllsge jusqu*au 216rae jour qui 
suit l'gpreuve soit 6 semaines apr&s le dfebut de 
1 f immunisation. 

b) protection des souris immunisfees 

Les rfisultats sont pr6sent6s dans le tableau 



I. 
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TABLEAU I 



10 



Virus ou lysat 

cellulaire 

injecte 



15 



17D i.p £ 

Vero/17D § 

AcNPV § 

Ac-E.NSl* 
Ao-E 1 § 
Ac-NS 1 § 



Nombre de souris protegees 
sur nombre total de souris 
immunisees (% de protection) 



16/19 (85%) 
20/20 (100%) 
1/19 (5%) 

25/25 (100%) 
17/19 (90%) 
5/25 (20%) 



Titre Ac NI 
des serums 
avant epreuve 



40-80 
10 
<10 

10 
20 
<10 



(* : dilution du serum pour obtenir 50% de reduction 
du titre viral) 

20 ( £ : 10 6 ufp de VFJ) 

(§ : 0,5 k 10 6 cellules infectees) 
( + : 2,5 it 10 6 cellules infectees) 

Les souris Swiss inoculees par le virus 17D 
en intraperitoneale ou celles qui ont recu un lysat de 

25 cellules Vero infectees par le virus 17D sont prote- 
gees tandis que les souris immunisees par le lysat de 
cellule Sf9 infectees par le baculovirus AcNPV sont 
decedees 15 jours apres le debut de 1' epreuve avec le 
virus infectieux (Figure 6). Lorsque les souris Swiss 

30 S ont inoculees par le lysat cellulaire Ac-E.NSl, la 
protection est totale. 

Pour etablir le r61e respectif de E et NS1 
dans 1' induction d'une reponse immunitaire protectrice 
anti-virale, les souris Swiss ont recu soit un lysat 
de cellules infectees par le baculovirus recombinant 
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Ac-El, soit un lysat de cellules infect6es par le 
baculovirus recombinant Ac-NSl. Les souris immunis6es 
contre la protfeine E tronqu6e de son extr6mit6 C 
terminale (virus Ac-El) sont prot6g§es contre le virus 
5 infectieux (Figure 7), celles immunis6es contre la 
prot6ine NS1 (virus Ac-NSl) restant sensibles au VFJ d 
80% malgrS un retard de 2 jours dans 1' apparition des 
signes clinigues par rapport eux souris ayant regu 
seulement les prot6ines du baculovirus (virus AcNPV) 
10 (Figure 7). Cette protection faible i20%) raais rfeelle 
suggfere que la protfeine NS1 seule joue un r61e non 
nfegligeable dans l'immunit6 anti-virale. 

c) presence d'anticorps dirigfes contre les 
15 protfeines E et NS1 

Les sferums prfelevfes chez les souris inununi- 
s6es avant 1' injection du virus 17D en intrac&rgbrale 
(J21) sont testes pour la presence d'anticorps dirlggs 
contre les prot&ines E ou NS1. Par radioiramunoprfecipi- 

20 tation d'un lysat de cellules Vero infectfees par le 
VFJ et marqu6es & la mfethionine £ 35 sJ, on confirme que 
les s&rums de souris immunisSes avec le baculovirus 
AcNPV ne rfeagissent avec aucune des prolines du VFJ. 
Les sferums de souris ayant regu le virus 17D en i.p. 

25 ou les protfeines des cellules Vero infect6es par le 
VFJ inununoprfecipitent avec des intensit6s variables 
les prot&ines E et NS1 (Figure 8). 

Les sferums des souris immunisfees avec le 
lysat de cellules Sf9 infecttes par le virus Ac.E-NSl 

^ immunopr6cipitent tr6s bien la protfeine NS1 et dans 
une moindre mesure la prot6ine E du VFJ (Figure 8). 
Les sferums des souris immunis6es avec le lysat de 
cellules Sf9 infectfees par les virus Ac-El ou Ac-NSl 
immunopr6cipitent tres faiblement ou pas avec les 
prot6ines E ou NS1 respectivement (Figure 8). Deux 
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hypotheses peuvent etre proposees pour repondre a ce 
phenomene; soit les proteines recombinantes E et NS1 
exprimees par le virus Ac-E.NSl sont plus immunosti- 
raulantes que celles synthetisees respectivement par 
les virus Ac-El et Ac-NSl, soit les anticorps diriges 
contre les proteines E et NS1 individualisees appar- 
tiennent a des classes d'isotypes qui reagissent tres 
mal avec la proteine A qui est specifigue des Ig 2a. 
La deuxieme explication peut etre argumentee par le 
fait que le titre en Ac NI contre la proteine E ex- 
primee par le virus Ac-El est superieur a celui de la 
proteine E exprimee par le virus Ac-E.NSl bien que 
rien ne soit detecte par immunoprecipitation; en defi- 
nitif, on peut imaginer que les proteines E et NS1 
15 synthetisees par le virus Ac-El et Ac-NSl respective- 
ment stimulent preferentiellement certaines classes 
d'imraunoglobulines non reconnues par la proteine A, 
phenomene qui n'aurait pas lieu lorsque les proteines 
recombinantes sont exprimees par le virus Ac-E.NSl. la 
20 reponse antigenique semble differente pour les memes 
proteines selon leur mode de presentation au systeme 
immunitaire de 1' animal. 

Par le test de seroneutralisation in vitro , 
le titre en anticorps neutralisants (AcNI) presents 
25 dans les serums a ete utilise. Le test de seroneutra- 
lisation in vitro est realise de la facon suivante; 
cent unites formant plages (ufp) du VFJ, souche vac- 
cinale 17D-204 France, sont incubees pendant 2 heures 
avec des dilutions successives de serums puis mises en 
30 contact avec des cellules de reins de pore (PS) en 
presence de carboxymethylcellulose (CMC). Au bout de 5 
jours, les cellules sont colorees et on determine la 
dilution du serum qui permet d'obtenir 50 plages envi- 
ron soit une reduction de 50% du titre viral (titre du 
serum en seroneutralisation). Le titre obtenu est de 
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40-80 pour les sferums de souris ayant re<?u le virus 
17D en i.p. et de 10 pour ceux des animaux immunisfes 
contre le lysat de cellules Vero infectfees par le VFJ 
(tableau 1). Comme attendu, on ne dfetecte pas d'Ac NI 
5 dans les sferums de souris immunisfees contre les 
prot6±nes du baculovirus AcNPV ou contre la protfeine 
recombinante NS1 exprimfee par le baculovirus 
recombinant Ac-NSl (titre <10). Les sferums de souris 
immunisfees avec les baculovirus Ac-E.NSl ou Ac-E 1 ont 
10 des titres en anticorps neutralisants de 10 et 20 
respectivement ( tableau 1 ) . 

d) conclusion 

Les protfeines E et NS1 du virus de la fifevre 
15 jaune, souche vaccinale 17D-204 France, exprimfees par 
le baculovirus recombinant Ac-E.NSl induisent une rfe- 
ponse immunitaire protectrice complete (100%) contre 
1' agent infectieux avec un titre en anticorps neutra- 
lisants de 10. La protfeine d'enveloppe (E) dfelfetfee de 
20 son domaine d'ancrage transmembranaire carboxylique 
exprimfee par le virus Ac-El, immunise ef f icacement 
contre le VFJ (90% de protection) avec un titre en Ac 
NI de 20. Si la protfeine recombinante NS1 synthfetisfee 
par le virus Ac-NSl n'induit pas une immunitfe protec- 
ts trice efficace contre le VFJ (20% de protection), la 
rfeponse immunitaire humorale et/ou cellulaire thymo- 
dfependante induite par elle parait retarder I 1 appa- 
rition des signes cliniques, ( gfenferalement une para- 
lysie des membres infferieurs) et peuvent protfeger 
30 certains individus probablement en relation avec 
l'haplotype du complexe majeur d'histocomptabilitfe 
(C.M.H.) de la sour.s Swiss immunisfee. 

De 1' ensemble de ces rfesultats, il apparait 
que la protfeine d'enveloppe a un role primordial dans 
la rfeponse immunitaire protectrice anti-virale, 
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certainement par 1 • induction d' ant icorps neutrali- 
sants. Cependant, il semblerait que la reponse immu- 
nitaire dirigee centre les proteines E et NS1 expri- 
mees par le virus Ac-E.NSl soit encore plus perfor- 
mante pour les raisons suivantes : 

- existence d'une protection totale contre 
le VFJ apres seulement deux injections espacees de 15 
jours d'un simple lysat cellulaire; 

- le taux en anticorps neutralisants (titre 
10) est suffisant pour une complete protection anti- 
virale (titre comparable a celui obtenu pour les 
souris protegees avec le lysat de cellules Vero 
infectees par le virus 17D); 

- observation d'un haut pouvoir immunogene 
15 de la proteine NS1 produite par Ac-E.NSl. 

- intervention des deux compartiments de 
1'immunite anti-virale protectrice, la seroneutrali- 
sation du virus et la cytotoxicity dirigee contre les 
cellules infectees, 1' ensemble permettant uhe double 

20 protection contre la diffusion de V agent pathogene 
dans l'organisme (par les AcNI) ainsi que pour pre- 
venir 1' apparition de mutants d ' echappement aux anti- 
corps neutralisants en bloquant precocement la repli- 
cation virale en bloquant precisement la replication 

25 virale par 1 ' intervention d'une reponse immunitaire 
humorale et/ou cellulaire thymodependante dirigee 
contre la proteine NS1. 

Cette double reponse antigenique pourrait, 
dans le cas de la dengue, prevenir 1' apparition de 

30 complications severes telles que les fievres 
hemorragiques qui ont ete dfecrites etre liees a la 
presence d'une immunite preexistante vis-a-vis d'un 
serotype heterologue du virus de la dengue. 

L' utilisation d'un vaccin sous-unite compose 
des proteines reepmbinantes E et NS1 apparalt comme 
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une r6ponse efficace et originale pour le dfeyeloppe- 
raent d'une prophylaxie anti-f laviyirus ou anti-flavi- 
like. Dans le cas de la fi&vre jaune, on pourrait 
lmmuniser efficacement les enfants de moins de 6 mois, 
5 ce qui n'est pas possible avec le vaccin vivant 17D 
actuel & cause de son niveau non negligeable de 
neurovirulence ( recommandation de 1 1 0 . M . S . ) . 

10 
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Symboles des acides amnifes 



5 



10 



15 



20 



A 


Ala 


alanine 


C 


Cys 


cysteine 


D 


A9p 


acide aspartique 


E 


Glu 


acide glutamique 


F 


Phe 


phenylalanine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


He 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


The 


threonine 


V 


Val 


valine 


w 


Trp 


tryptophane 


y 


Tyr 


tyrosine 



25 



30 
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REVENPICATIONS 

1 - Baculovirus recombinant, caract6ris6 en 
ce qu'il comporte un ADNc codant pour tout ou partie 
de la protfeine antigfenique d'enveloppe E et/ou un ADNc 

5 codant pour tout ou partie de la prot6±ne antig6nique 
non structurele NS1 d'un virus appartenant aux 
Flaviviridae ou d'un virus apparent^ aux Fl a vi vir i dae , 
±ns6r6 dans le g6ne de la poly6drine entre le 
nucleotide + 35 et le nucleotide de + 170, le A du 
10 codon d 1 initiation modlfie de la poly6drine 6tant 
num6rot6 + 1. 

2 - Baculovirus recombinant selon la reven- 
dication 1, caract6ris6 en ce qu'il comporte en tant 
que segment d f insertion un ADNc codant pour tout ou 

15 partie de E ou un ADNc codant pour tout ou partie de E 
et NS1, et en ce qu'il comporte, en outre, en aroont de 
I'ADNc une sequence leader qui correspond h l'ex- 
tr&nlte 3' de la region 5 V non codante du gene de la 
proteine VP1 du virus SV40 comportant 11 nucleotides 

20 en 3' du site Hind III et le codon d' initiation ATG de 
la prot6ine VF1. 

3 - Baculovirus recombinant selon la reven- 
dication 1, caract£ris6 en ce qu'il comporte en tant 
que segment d 1 insertion un ADNc codant pour tout ou 

25 partie de E, et en ce qu'il comporte, en outre, & 
I'extr6mit6 3' un codon de terminal son introduit 
prealablement & 1' insertion dans le baculovirus* 

4 - Baculovir s recombinant selon l'une 
quelconque des revendicatxons 1 & 3, caract6risfe en ce 

30 qu'il est obtenu & partir de Autographa California 
Nuclear Polyhedrosis Virus . 

5 - Baculovirus recombinant selon 1 ' une 
quelconque des revendications 1 4 3, caract6ris6 en ce 
que le virus appartenant aux Flaviviridae ou apparent^ 
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aux Flaviviridae est le virus de la fievre jaune 
(VFJ). 

6 - Plasmide recombinant pour l'obtention 
d'un baculovirus selon la revendication 1, denomme 

5 P Ac-E.NSl comprenant l'ADNc codant pour E et NS1 dele- 
tee de son aminoacide C terminal potentiel, caracte- 
rise en ce qu'il est obtenu par les etapes suivantes : 

a) digestion d'un plasmide recombinant 
SV40-VFJ comportant l'ADNc codant pour E et NS1, afin 

10 d'introduire un codon de terminaison a l'extreraite 
carboxylique de NS1 de facon a ce que la proteine 
exprimee resultante soit deletee de son aminoacide 
C-terminal; 

b) digestion de ce plasmide par Hind III et 

15 ou Bgl II; 

c) traitement des extremites avec le frag- 
ment de Klenow en presence des 4 desoxynucleotides 
triphosphate, de maniere a rendre les extremites tran- 
ches; 

20 d) digestion des ADN obtenus par Apa I; 

e) isolement et ligation des fragments d' ADN 
obtenus avec le plasmide pVL 941-poly prealablement 
linearise avec Bam HI et traite par le fragment de 
Klenow en presence des 4 desoxynucleotides triphos- 

25 phate, puis par la phosphatase alcaline pour generer 
un plasmide comportant l'ATG initiateur de la proteine 
VP1 du virus SV40 precede des 11 nucleotides adjacents 
en 5' delimites par un site Hind. III. 

7 - Plasmide recombinant pour l'obtention 
30 d'un baculovirus selon la revendication 1, denomme 

pAc-NSl comprenant l'ADNc codant pour la proteine NS1 
deletee de son aminoacide C terminal potentiel, ca- 
racterise en ce qu'il est obtenu par les etapes sui- 
vantes : 
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a) digestion d'un plasraide recombinant 
SV40-VFJ comportant l'ADNc codant pour E et NS1 
d616t6e de son aminoacide C terminal avec Xba I; 

b) remplissage avec le fragment de Klenow en 
presence des 4 d£soxynucl6otldes triphosphate et liga- 
tion des fragments obtenus pour g6n6rer un plasmide 
comportant une sequence leader correspond ant A l'ex- 
tr6mit6 3 f de la r6gion 5' non codante du g&ne de la 
prot6ine VP1 du virus SV 40 comportant les 11 nu- 
clftotides en 3' du site Hind III et le codon d' initia- 
tion ATG de la prot61ne VP1 alnsi que la sequence exo- 
gfene GGG GGA TCC TCT AGC TAG en aval de l'ADNc codant 
pour E et NS1 d616t6e de son aminoacide C terminal; 

c) digestion du plasmide obtenu & 1' 6 tape b) 
avec Tth 111 I, Mlul et Pst 1, 

d) ligation des fragments obtenus d l'6tape 
c) apr&s remplissage du site Tth 1111 par le fragment 
de Klenow en presence des 4 d6srxynucl6otides triphos- 
phate avec un vecteur de transf^rt pVL 941 -poly obtenu 
& partir de pVL 941 par insertion d'un multllinker A 
I f extr6mit6 3' du site Bam HI, dig6r6 par Bam HI et 
remplissage du site Bam HI par le fragment de Klenow 
en presence des 4 d6soxynucl6otides triphosphate. 

8 - Plasmide recombinant pour l'ob tent ion 
d'un baculovirus selon la revendication 1, d6nonun6 
pAc-El comprenant l'ADNc codant pour le peptide signal 
de la protdine E suivie de la prot£ine E tronqu6e, d6- 
16t6e de son extr6mit6 C terminate (aminoacide? 286 & 
720) , caract6ris6 en ce qu'il est obtenu par les 
fetapes suivantes : 

a) digestion du plasmide pAc-E.NSl selon la 
revendication 6 par Xho I et Apa I et d'un plasmide 
recombinant SV40-VFJ comportant l'ADNc codant pour la 
protdine E avec Apa I et Bgl II, et 

b) ligation des fragments fxho I - Apa f) du 
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plasraide pAc-E.NSl obtenu precedemment et [Apa I - Bgl 
II] du plasmide recombinant SV40-VEJ comportant l'ADNc 
codant pour la proteins E tronquee avec un vecteur de 
transfert PVL 941-poly obtenu a partir de pVL 941 par 
5 insertion d'un multilinker a 1' extremite 3' du site 
Bam HI et digere par Xho I et Bam H I. 

9 - Plasmide recombinant pour l'obtention 
d'un baculovirus selon la revendication 1, denomme 
pAc-E2 comprenBnt l'ADNC codant pour le peptide signal 

10 de la proteine E suivie de la proteine E tronquee, 
deletee de son extremite C terminale (aminoacides 286 
a 720) est obtenu par les etapes suivantes : 

a) creation de sites Bam HI et Sma I aux 
extremites des regions non codantes 5' et 3' 

15 respectivement de l'ADNc par routagenese dirigee par 
PCR (Polymerase Chain Reaction) au moyen de la 
Taq-polymerase a partir du plasmide pSV-E en utilisant 
comme amorces respectivement les oligodesoxynucleoti- 
des E-5' et E-3' de sequences : 

20 E-5' : 5 ,GTCGACCTGTACGGATCCGTTACTTCTGCTCTA 3 . 



E-3' : 5 1 TCAATGATCACGCTAGTCCCGGGCAAGCTTCT 

25 CTCT31, 

la ligne en pointilles representant respectivement les 

sites Bam HI et Sma I; 

b) digestion de l'ADN obtenu a l'etape pre- 

cedente par Bam HI et Sma I; 
30 C ) ligation des fragments d'ADN obtenus dans 

le plasmide pVL 941-poly obtenu a partir de pVL941 par 
insertion d'un multilinker a 1' extremite 3' du site 
Bam HI, et digere par Bam HI et Sma I pour obtenir un 
plasmide intermediaire ; 

d) substitution du fragment d'ADN compris 
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entre le site Hind III (nuclfiotide -13 dans la r6gion 
5 ' non codante du virus appar tenants d ou apparent^ aux 
Flaviviridae et le site Pst-I (nucl6otide 1964 du 
virus appar tenant & ou apparent^ aux Flaviviridae ) du 
5 plasraide intermfediaire par le fragment horoologue du 
plasmide pSV-E.. 

10 - Plasmide recombinant pour l'obtention 
d'un baculovirus selon la revendication 1, d6nomm6 
pAc-EWNSl comprenant l'ADNc codant pour la prot6ine E 

JO suivie de la protfiine NS1 sous la forme d'une 
polyprotfiine non clivfee, caract6rls£ en ce qu f il est 
obtenu par mutag6ndse dlrig6e, notamment par PCR de la 
sfequence VXA (amlnoacide 776 & 778), situ6e en amont 
du premier amlnoacide de NS1, dans laquelle X 

15 reprfisente les aminoacides G, H ou 0 notamment G, en 
FYV. 

11 - Plasmide recombinant pour l'obtention 
d'un baculovirus selon la revendication 1, d6nomm6 
pAc-EfcNSl comprenant l'ADNc codant pour la prot6ine E 

20 H6e par une liaison de covalence & la protfeine NS1 
d616t6e de son amlnoacide C terminal potent iel, carac- 
t&ris£ en ce qu'il est obtenu par les Stapes suivan- 
tes : 

a) creation d'un site Sna BI unique en 
25 position 2450, (correspondent & la position entre les 
aminoacides 777 et 778), de l'ADNc par mutag6n6se 
dirig6e par PCR au moyen de la Taq-Polym6rase & partir 
du plasmide pAc-E.NSl, tel que dfifini & la revendica- 
tion 6, en utilisant comme amorces 1 ' oligod&soxynu- 
30 cl6otide SP-NS1 de sequence : 

5 * TCC GCA CTT GAC CTC TCT CTT GCC AAA GTT 
GAT GGC GCA TCC TTG ATC TAC GTA AAA TCC TAG AGA CAA 



AAA CAT CAT GAT CAC TCC TA3 ' , 

la ligne pointil!6e reprfisentant les codons substitute 
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codant pour FYV, et 1 • oligodfesoxynuclo6tide E-5' tel 
que d6fini la revendication 9 ; • 

b) digestion de I'ADN obtenu par Bam HI et 

SacI ; 

5 c) ligation dans le plasmide pVL 941-poly 

obtenu & partir de pVL 941 par insertion d'un 
multilinker a I'extr6mit6 3' du site Bam HI, et dig6r6 
par Bam HI et Sac I, de manifere £ obtenir un plasmide 

intermfediaire ; 
10 d) ligation des fragments d'ADN suivants : 

- [Bam HI-Eco RI] du plasmide pAc-E2, tel que d6fini A 
la revendication 9, correspondent & la protfeine E 
tronqufie ; 

- [Eco RI - Sac I] du plasmide intermfediaire dfefini 
15 P r6c6demment, corespondant aux aminoacides 720 et 790 

du Virus appartenant & ou apparentfe aux Flaviviridae, 
comprenant la mutag6n6se dirig6e FYV ; 

- [Sac I-Sma I] du plasmide pAc-E.NSl tel que dfifini & 
la revendication 6 correspondent & la protfeine NS1, 

20 d ans le plasmide pVL 941-poly obtenu comme dfecrit 
pr6c6demment et digferfe par Bam HI et Sma I. 

12 - Baculovirus recombinant depos6 & la 
CNCM le 21 mai 1991 sous le n° 1-1097. 

13 - Baculovirus recombinant d6pos6 & la 
25 CNCM le 21 mai 1991 sous le n° 1-1098, 

14 - Polypeptides comprenant tout ou par tie 
des protfeines E et/ou NS1, caract6ris6s en ce qu'ils 
sont obtenus par un baculovirus recombinant selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 4 ou 12 h 13. 

30 15 - Polypeptides comprenant tout ou partie 

des protfeines E et/ou NS1, caract6ris£ en ce qu f il 
sont obtenus par propagation d f un baculovirus recom- 
binant selon l'une des revendications 1 & 4 ou 12 & 13 
dans des cellules de Spodoptera frugiperda . 

16 - Procedfe de diagnostic in vitro chez 
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l'homme ou chez l 1 animal, par mise en Evidence des 
anticorps dirigfis contre tout ou partie de la protfiine 
E et/ou la protfilne NS1 immunogftne telle gu'obtenue 
par un baculovirus recombinant suivant 1 ' une des 
5 revendicatlons 1 4 4 ou 12 A 13, dans un pr£16vement 
biologigue de l'homme ou de 1' animal dans leguel on 
met en contact la ou les prot6ines immunog&nes E et 
NS1 avec le pr616vement biologigue de l'homme ou de 

1 1 animal pouvant contenir lesdits anticorps et on 
10 r£v61e la presence des anticorps fixds. 

17 - Trousse de diagnostic in vitro des 
infections causdes par les Flaviviridae ou les virus 
apparent6s aux Flaviviridae pour la mise en oeuvre du 
proc6d& selon la revendication 16 comprenant tout ou 
15 partie de la protfeine NS1 et/ou la protfeine E immuno- 
g&nes telle gu'obtenues par un baculovirus recombinant 
suivant l'une guelcongue des revendicatlons 1 & 4 ou 

12 d 13 et con tenant, en outre, un anticorps spSclfl- 
gue d v un i so type d'immunoglobuline. 

20 18 - Vaccin desting au traltement et & la 

prfevention des infections caus&es par les Flaviviridae 
ou les virus apparent6s aux Flaviviridae chez l'homme 
ou chez 1' animal, dans leguel 1' agent vaccinant con- 
slste en tout ou partie de la prot6ine E et/ou de la 
25 prot6ine NS1, obtenues par un baculovirus recombinant 
selon l'une guelcongue des revendicatlons 1 & 4 ou 12 
a 13. 

19 - Anticorps monoclonal dirigS contre tout 
ou partie d' une pro t Sine E et/ou NS1, obtenue par un 
30 baculovirus recombinant selon l'une guelcongue des 
revendicatlons 1 i 4 ou 12 d 13. 
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